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Riassunto 
 
 
 
I materiali tessili sono facilmente soggetti a fenomeni di degrado soprattutto perché sono 
costituiti quasi esclusivamente di materiale organico, dalla fibra, di origine animale (lana, 
seta) o di origine vegetale (cotone, canapa ecc.), fino alle sostanze utilizzate per tingerla. 
Spesso proprio i coloranti utilizzati o le procedure necessarie per tingere una fibra o per 
garantire stabilità e durabilità al colore (mordenzatura con ioni metallici) sono fra le cause 
principali del degrado. Questo è il caso dei coloranti dei coloranti a mordente a base di 
tannini [1, 2, 3, 4].  
In questo lavoro ci si è dedicati a comprendere quali potessero essere gli effetti dei tannini, in 
particolare in concomitanza con il ferro, sulla stabilità della lana, tramite studio della sua 
frazione lipidica e proteica. 
La frazione proteica è stata caratterizzata mediante la composizione amminoacidica; in tal 
proposito è stata sviluppata una procedura HPLC–ESI–Q–ToF sfruttando una colonna 
cromatografica di tipo HILIC. La procedura di idrolisi del filato è stata delineata a partire da 
una procedura più complessa normalmente applicata in laboratorio per l’analisi dei leganti in 
micro campioni di origine pittorica, che si è rivelata efficace anche su matrici di altro tipo 
quali materiali tessili [5, 6, 7]. 
L’analisi in HPLC – ESI - MS/MS è partita dall’ottimizzazione delle condizioni di ionizzazione e 
della camera di collisione iniettando uno standard di amminoacidi in Flow Injection per poi 
procedere all’iniezione della stessa in colonna cromatografica assicurandosi la migliore 
intensità per gli ioni [M+H]+ degli analiti di interesse. Le prove di separazione cromatografica 
effettuate hanno consentito di individuare la migliore combinazione degli eluenti, di 
modificatori di fase e di temperatura cui termostatare la colonna. 
La frazione lipidica della lana è stata invece caratterizzata sottoponendo a saponificazione in 
bagno ad acqua una porzione di filato e sottoponendola, previa derivatizzazione con BSTFA, 
ad analisi in GC/MS. Benché siano noti molti studi che riguardano la composizione della 
frazione lipidica associata alla lana, la letteratura per lo più si concentra sullo studio dei lipidi 
estratti. Viceversa è alquanto carente la letteratura disponibile riguardo alla frazione 
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saponificabile della lana, in particolare se si restringe il campo alla diagnostica per i beni 
culturali. 
Per questa classe di analiti la procedura gas cromatografica applicata, così come la 
procedura di trattamento del campione, era già stata testata nel caso dei campioni in lana 
[5, 6, 7]. 
L’applicazione delle procedure ad un set di filati di riferimento tinti con vari estratti naturali 
ricchi di tannini ha permesso, tramite il confronto con gli stessi sottoposti ad invecchiamento 
accelerato, di delineare le eventuali modifiche delle frazioni lipidica e proteica col procedere 
del degrado del filato. L’elevato numero di campioni ha indotto all’utilizzo della Principal 
Component Analysis, indicando quali potessero essere eventuali percorsi di ossidazione della 
fibra di lana e mostrando, così, che i filati tinti con tannini in presenza di ferro come 
mordente hanno caratteristiche simili a quello dei filati sottoposti ad invecchiamento 
artificiale.  
Alla luce dei risultati ottenuti, sono stati sottoposti alle stesse procedure d’analisi anche dei 
campioni provenienti da tessuti di interesse artistico ritrovando conferma nell’andamento del 
degrado della frazione lipidica individuato per i campioni di riferimento e parziale conferma 
per la frazione amminoacidica, individuando possibili percorsi alternativi di degrado. 
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Introduzione e scopo della tesi 
 
 
 
All’interno del vasto patrimonio culturale i tessuti storici e artistici sono fra i più fragili e 
anche fra i meno conservati. In particolare, molti degli arazzi decorativi e dei tessuti d’uso 
comune portati alla luce da scavi archeologici e sopravvissuti fino ai giorni nostri versano in 
un terribile stato di conservazione a causa delle condizioni alle quali sono stati sottoposti nel 
corso del tempo. Spesso durante il loro utilizzo sono stati esposti ad irraggiamento diretto e 
ad ambienti umidi, entrambe condizioni climatiche particolarmente pericolose per la buona 
conservazione di un qualunque manufatto artistico. Molto spesso inoltre tali materiali non 
sono stati tenuti in un ambiente appropriato neppure in fase di conservazione ed 
esposizione. 
Per molti di questi filati artistici è ormai possibile immaginare quale dovesse essere il loro 
splendore originario solo osservandoli al rovescio, dove i colori, in assenza dell’illuminazione 
diretta, sono rimasti più vividi. 
Gli effetti della scarsità degli interventi di protezione e di conservazione sono aggravati 
dall’intrinseca fragilità di questi oggetti, composti quasi integralmente da materiali organici, 
sia per quanto riguarda la fibra, principalmente in lana o in seta, che per quanto riguarda i 
coloranti usati per tingerla. Inoltre le procedure stesse di tintura possono aver sottoposto i 
fili usati per la tessitura ad uno stress non indifferente che potrebbe averne accelerato il 
processo di degrado sin dal primo utilizzo. 
Inoltre, molti coloranti necessitano un sale metallico che faccia da ponte fra le molecole del 
cromoforo e gli amminoacidi che costituiscono il filato, detto mordente, che ha sicuramente 
un ruolo importante nella conservazione del manufatto. Alcuni coloranti sembrano 
velocizzare il degrado dei filati; fra questi rientrano i tannini, coloranti di origine naturale 
usati per tingere i tessuti con sfumature di colore che vanno dal giallo tenue al bruno 
intenso, presenti negli estratti di numerose piante. In particolare i coloranti usati in presenza 
di ferro come mordente [1, 2], impiegati per ottenere i toni più scuri, sembrano avere effetti 
negativi sulla degradazione dei filati. 
La necessità di comprendere meglio l’influenza che questo tipo di sostanze può avere sui 
filati di interesse artistico è alla base del progetto VAT “La vita breve del Tannino” finanziato 
dalla regione Toscana (fondi FAS 2008-2013) nel quale si inserisce il mio progetto di tesi. 
Scopo del tirocinio è stato indagare gli effetti che la tintura con i tannini ha 
sull’invecchiamento delle fibre di lana, focalizzando l’attenzione sulla sua frazione proteica e 
su quella lipidica. 
La lana, infatti, è costituita da una fibra caratterizzata da una struttura proteica 
particolarmente complessa la cui rigidità, tenacia e forza strutturale è data dall’assetto che 
le proteine che la compongono riescono ad assumere principalmente grazie alla presenza  di 
un gran numero di ponti disolfuro [1, 8]. 
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La fibra proteica è protetta da uno strato lipidico esterno composto da una gran varietà di 
composti, acidi grassi saturi dal C9 al C33, alcoli grassi, dioli, presenti in forma libera ma per 
lo più sotto forma di esteri del colesterolo (in minor parte anche di dermosterolo, 
lanosterolo e agnosterolo) [9, 10, 11]. La frazione lipidica, nota come lanolina, viene in 
genere rimossa con dei lavaggi durante le prime fasi di lavorazione della lana per ottenerne il 
filato, ma una parte resta comunque coesa con la fibra [1]. 
Come prima attività sono state condotte indagini preliminari su filati di riferimento, sia 
appena sottoposti a tintura che invecchiati artificialmente, colorati con diversi tipi di estratti 
vegetali noti per il loro contenuto di tannini, quali noce di galla, noce, catechu, frangola e 
betulla [12, 13, 14]. Per ogni tipo di tintura sono state anche testate la mordenzatura con 
alluminio e con ferro. 
La frazione proteica della lana è stata studiata quantificando i singoli amminoacidi, previa 
idrolisi acida assistita da microonde, in HPLC-ESI-Q-ToF. A tal proposito è stata messa a 
punto una procedura per la separazione cromatografica degli analiti su una colonna non 
convenzionale di tipo HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) con una fase 
stazionaria in silice. Per l’analisi di molecole piccole e polari la cromatografia ad interazione 
idrofilica si è dimostrata una validissima alternativa alle tradizionali cromatografie in fase 
inversa su C18 con le quali questo tipo di molecole eluisce a ridosso del tempo morto [15]. 
La frazione lipidica è stata analizzata in GC/MS: la procedura seguita per saponificare, 
estrarre e derivatizzare con N,O-bistrimetilsililtrifluoroacetammide (BSTFA) gli acidi grassi 
era già stata messa a punto ed è ormai ben consolidata nel laboratorio in cui sono state 
condotte le analisi [5]. 
I dati raccolti per i filati di riferimento sono stati poi interpretati tramite analisi statistica dei 
dati (Principal Component Analysis) e i risultati sono stati impiegati per identificare i 
principali effetti dell’invecchiamento accelerato sui campioni di riferimento. 
Il modello di invecchiamento così costruito è stato quindi utilizzato per interpretare i risultati 
delle analisi condotte su filati di interesse storico. I campioni analizzati erano tutti filati in 
lana tinti con diversi coloranti a base di tannini provenienti da: 
 tessuti associati a mummie peruviane del 1200-1300 d.C. conservate presso il Museo 
di Anatomia dell’Università di Pisa; 
 l’arazzo “Giuseppe fugge dalla moglie di Putifarre” di manifattura Fiorentina della 
fine del 1500 d.C. conservato a Firenze presso il Salone dei 200, Palazzo Vecchio; 
 l’arazzo “L’abbondanza” della file del 1500 d.C. di manifattura Fiorentina, conservato 
a Roma presso il Senato della Repubblica; 
 l’arazzo “L’assalto finale a Gerusalemme” della metà del 1400 d.C. di manifattura 
Fiamminga-Tournai conservato a Firenze presso il Museo Nazionale del Bargello. 
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1. Stato dell’arte 
 
 
 
1.1. La lana, struttura generale: frazione proteica 
La lana è una fibra naturale di origine animale principalmente composta da cheratina 
[16]. Quest’ultima altro non è che un nome generico per indicare diverse proteine di 
tipo strutturale caratterizzate da un unico tipo di struttura secondaria, con varia 
composizione amminoacidica e con vari riarrangiamenti strutturali [17]. Si stima, infatti, 
che esistano più di cento proteine di tipo cheratinico dislocate su tutta la fibra [18]. 
Dal punto di vista strutturale la lana è costituita da due tipi di cellule, cellule corticali a 
forma di fuso (90% in massa) ricoperte da uno strato compatto di un secondo tipo di 
cellule di forma quasi rettangolare che formano la cuticola (10%); la fibra è 
ulteriormente protetta da uno strato lipidico [1, 8]. 
 
Figura 1.1 Diagramma schematico di una fibra di lana [8]. 
 
La maggior parte delle cellule corticali è costituita dai filamenti intermedi disposti 
parallelamente gli uni agli altri; le proteine che li costituiscono, dette anche intermediate 
filament proteins (IFP), sono delle α-cheratine. Due di questi filamenti ad α-elica 
destrorsi si avvolgono l’uno attorno all’altro formando un così detto avvolgimento 
avvolto sinistrorso (proto filamenti). La conformazione dell’avvolgimento è regolata dalla 
struttura primaria delle α-cheratine, in quanto le eliche sono tenute insieme da 
interazioni idrofobiche dei residui amminoacidici apolari disposti verso l’esterno delle α-
eliche [8, 17]. Due di questi avvolgimenti avvolti formano le IFP (o anche protofibrilla); 
l’interazione è garantita da piccole porzioni terminali del peptide non elicoidali e 
dall’allineamento dei residui non polari. Quattro IFP, quindi sedici coppie di α-cheratine, 
sono avvolte ad anello lasciando una zona centrale cava e così formando il filamento 
interno vero e proprio (microfibrilla) [8]. 
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I domini centrali dei filamenti interni hanno quindi una struttura terziaria ben definita, 
mentre altrettanto non vale invece per i domini terminali delle stesse. Questi, quasi del 
tutto privi di struttura terziaria, sono però ricchi di residui di cisteina, necessari per dare 
coesione fra i filamenti interni e la matrice che le avvolge tramite formazione di ponti 
disolfuro (–S-S–). Fasci delle fibre interne combinate con la matrice formano le 
macrofibrille che compongono a loro volta le cellule corticali [8, 17]. 
Anche le proteine della matrice, note come Keratin Associated Proteins - KAPs, sono 
caratterizzate da un elevato contenuto di cisteina, ma contengono anche molti residui di 
glicina e tirosina: è possibile distinguere fra high sulphur proteins (HSPs) o ultra high 
sulphur proteins (UHSPs) e high glycine-tyrosine proteins (HGTPs) a seconda del 
contenuto amminoacidico delle proteine della matrice [8]. La possibilità di formare ponti 
disolfuro fra le proteine dei filamenti e quelle della matrice è fondamentale per le α-
cheratine per poter assumere rigidità strutturale e resistenza meccanica. 
La composizione amminoacidica relativa delle proteine della lana varia 
significativamente a seconda della specie il cui vello è stato utilizzato per produrre la 
lana e, fra esemplari della stessa specie, può variare a seconda del tipo di alimentazione 
[19]. 
1.1.1. Degrado della frazione proteica 
Gli studi riguardo il degrado della lana disponibili in letteratura sono moltissimi ed è 
un fenomeno da sempre oggetto di studio: la lana infatti è un materiale che non 
riveste solo un interesse artistico, ma anche industriale in quanto materia prima di 
fondamentale importanza nell’industria del tessile. 
In particolare, la letteratura evidenzia che le catene laterali degli amminoacidi che 
compongono la cheratina determinano la reattività della lana nei processi chimici ai 
quali essa può andare incontro, degradazione compresa, mentre la modifica stessa 
di queste catene laterali ne determina il comportamento nei processi di tintura, 
influenzando le proprietà meccaniche e di adsorbimento del filato [1]. Queste 
modifiche possono essere indotte dall’irraggiamento, con effetti diversi a seconda 
del range di radiazioni cui la fibra è sottoposta, e da temperature elevate; gli effetti 
di tali parametri sono resi tanto più severi in presenza di un elevato tasso di umidità, 
e da eventuali trattamenti in condizioni chimiche particolari, quali l’impiego di acidi, 
basi o solventi organici [20]. 
Anche l’umidità ha un’elevata incidenza sulle proprietà della fibra in lana: tanto più 
ne sarà stata assorbita, tanto più facile sarà estendere la fibra. Inoltre, l’estensione 
della fibra stessa risulta molto più semplice in ambiente alcalino o acido che neutro 
perché le variazioni di pH contribuiscono ad indebolire i ponti salini che si 
oppongono all’estensione, sortendo grosso modo lo stesso effetto dell’ossidazione 
di ponti disolfuro [1].  
Esistono inoltre studi atti a chiarire quale sia la sorte dei singoli amminoacidi in 
seguito a degrado foto ossidativo [18, 24, 21], ma anche volti a individuare dei 
marker per poter determinare lo stato di avanzamento del degrado [16, 19]. Per 
esempio, Vanden Berghe et al. [16] hanno studiato l’andamento della composizione 
relativa degli amminoacidi in filati di lana rispetto all’invecchiamento indotto 
artificialmente (Figura 1.2) determinando un fattore per la valutazione 
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dell’avanzamento dell’ossidazione della cheratina che tiene in considerazione le 
concentrazioni relative degli amminoacidi più facilmente interessati da fattori di 
degrado calcolato. Tale fattore di ossidazione (KOF) è calcolato come: 
                              
                                    
                                
 [16] 
È noto che l’irraggiamento induce una riduzione del contenuto degli amminoacidi 
basici lisina, istidina, tirosina, metionina (oltre che arginina e cisteina) ed un 
aumento degli amminoacidi acidi quali acido aspartico, glutammico e cisteico: il KOF 
consentirebbe dunque una valutazione immediata del grado d’ossidazione del filato 
considerato perché risulterebbe inversamente proporzionale all’ossidazione subita.  
 
Figura 1.2 Composizione amminoacidica di un filato in lana inglese non tinto (prima e dopo 
invecchiamento artificiale) [16]. 
 
Gli amminoacidi più sensibili alla fotodegradazione sono quelli in grado di assorbire 
nella regione del vicino ultravioletto (in particolare fra 260 - 310 nm [22]): istidina, 
triptofano, tirosina, metionina, cistina e cisteina. Possono verificarsi reazioni 
fotochimiche indotte da radicali liberi, rottura di cross-links, rottura di legami 
peptidici con conseguenze sulle caratteristiche strutturali della fibra [20]. A seconda 
del range spettrale al quale la fibra è esposta, questa può andare incontro a 
meccanismi di degrado differenti, come l’ingiallimento (massimo a 280-320 nm) e lo 
scolorimento (da 320 nm in poi, massimo a 400-460 nm) [18, 23, 24]. Il meccanismo 
tramite cui procede la fotodegradazione è tuttavia molto complesso e poco chiaro; 
sicuramente coinvolge molti residui amminoacidici, ma anche altri cromofori in 
grado di assorbire a lunghezze d’onda maggiori di 320 nm la cui identità non è 
ancora stata chiarita [18, 22, 24]. 
Per esempio, l’assorbimento di radiazione nell’intervallo dei 310 nm può indurre la 
rottura per fotoossidazione dei ponti disolfuro portando alla formazione di acido 
cisteico (gruppo –S-S– che per ossidazione forma -SO3H). Poiché la rigidità delle α – 
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cheratine è data dall’elevato numero di ponti disolfuro, questo tipo di reazioni è 
strettamente correlato al degrado fisico e meccanico delle fibre [20, 24, 25]. Il 
gruppo solfonico acido potrebbe, inoltre, indurre sia idrolisi acida dei legami 
peptidici vicini portando alla riduzione della lunghezza delle catene polipeptidiche, 
sia formazione di acido cisteico libero [20]. L’irraggiamento della fibra insieme 
all’esposizione all’umidità può indurre un diverso processo di degrado nella cistina: 
la rottura del ponte disolfuro per processo radicalico può procedere in presenza 
d’acqua fino alla formazione di 3 – ossoalanina con perdita di H2S da un lato e alla 
formazione di cisteina dall’altro [20]. 
Ruolo importante nei meccanismi fotodegradativi è sicuramente svolto anche dagli 
amminoacidi aromatici triptofano, tirosina, fenilalanina e istidina [18, 24]. 
Fra questi il più suscettibile di ossidazione è il triptofano, anche a causa di fenomeni 
di energy transfer dagli altri residui aromatici spazialmente vicini nella catena 
proteica della lana [18, 24, 25]. Per effetto dell’irraggiamento, si ottiene la 
formazione di quattro prodotti di fotoossidazione: idrossitriptofano (-OH legato in 
posizione C-2 dell’anello indolico oppure in posizione 4-, 5-, 6- o 7- sull’anello 
aromatico), N-formilchinurenina, chinurenina e idrossichinurenina [24]. La N-
formilchinurenina (gialla) è in grado di assorbire radiazione UV a lunghezze d’onda 
maggiori rispetto al triptofano e può a sua volta dare il fenomeno di energy transfer 
comportandosi come un fotosensibilizzatore. Un altro prodotto secondario 
dell’ossidazione del triptofano è la chinurenina, un amminoacido giallo, che, quando 
per meccanismi fotodegradativi si sostituisce al triptofano stesso nella catena 
polipeptidica, influenza la struttura di quest’ultima formando cross-links con le 
catene laterali attraverso residui di lisina e istidina [24]. 
In aggiunta ai processi fotodegradativi, per i filati d’interesse storico, anche la 
contaminazione di batteri può causare problemi conservativi. Funghi e batteri 
cheratinolitici sono in grado di catalizzare l’ossidazione o la riduzione della fibra 
portando all’idrolisi e rottura dei ponti disolfuro o addirittura dei legami peptidici. 
Anche le secrezioni di insetti infestanti possono col tempo causare grossi problemi 
per la corretta conservazione di un manufatto artistico [20]. 
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1.2. La lana, struttura generale: frazione lipidica 
La lana grezza ha un contenuto ceroso che va dal 5 al 16 % in peso; per effetto delle 
procedure di lavaggio però solo un 2 % della fibra è composto da materiale non proteico 
[26, 27]. In questa piccola percentuale rientra lo strato ceroso secreto dalle ghiandole 
sebacee dell’animale, noto come lanolina, che ricopre e protegge la fibra proteica [9, 10, 
28].  
In generale le cere animali e vegetali si configurano come delle miscele complesse di 
esteri contenenti acidi grassi, alcoli grassi e idrocarburi che nella lanolina si possono 
trovare in forma di esteri, soprattutto come esteri degli steroli [11]. 
Gli acidi grassi della lanolina, sia monofunzionali che 2-idrossiacidi, si trovano in forma 
normale, iso- e anteiso (n, i, a)1; quest’ultima forma risulta particolarmente abbondante 
soprattutto per gli acidi con un numero dispari di atomi di carbonio nella catena [11]. 
Moldovan et al. [11] dopo analisi sulla lanolina estratta dalla lana con CO2 mediante 
supercritic fluid extraction riportano la presenza di: 
 acidi grassi con C:9-33, quasi tutti in forma normal-, iso- e anteiso-; 
 alcoli grassi con C:12-34 e rispettivi isomeri n, i e a (dioli alifatici lineari C14-C24);  
 dioli C25, C26 e C27 (tutti anteiso come componente minoritaria [9]); 
 2-idrossi-acidi N:14-24 (n, i, a); 
 2-idrossi-alcoli N: 14-24 (n, i, a). 
Fra gli alcoli possiamo distinguere: 
 alcoli alifatici (normali, iso- e anteiso-, sia monofunzionali che 1,2-idrossialcoli); 
 steroli (colesterolo e idrocolesterolo); 
 trimetil-steroli (lanosterolo, idrolanosterolo, agnosterolo e idroagnosterolo) 
[11]. 
In alcuni casi si riporta anche la presenza di una piccola quantità di colesta-5-en-3-ol-7-
one, prodotto dell’autossidazione del colesterolo, come componente minoritario [10, 
26]. 
La funzione naturale di questo strato ceroso è puramente protettiva, ma la sua presenza 
influenza molte proprietà della fibra in lana, quali la bagnabilità e di conseguenza la 
capacità di essere tinta con dei coloranti [26]. Per questa ragione lo strato ceroso 
idrofobico viene rimosso quasi del tutto durante processi di trattamento e purificazione 
della fibra con soluzioni acquose di tensioattivi 
non ionici prima di immergerla nel bagno di 
tintura [1]. 
Non tutti i lipidi della lana, però, compongono lo 
strato ceroso. Una parte di essi, infatti, si colloca 
nella parte interna della fibra fra le cellule della 
cuticola; sono noti come intercellular wool lipids 
(IWL) e comprendono acidi grassi liberi, steroli e 
ceramidi [28, 29, 30]. La frazione degli acidi grassi 
liberi comprende acidi dal C16 al C20 ed il 
maggior componente è il C21 ramificato nella 
forma anteiso, l’acido 18-metieicosanoico (18-
                                                          
1
 Struttura iso: presenta il sostituente metilico sul penultimo atomo di carbonio. 
 Struttura anteiso: sostituente metilico sul terz’ultimo atomo di carbonio. 
 
Figura 1.3 Generica formula di struttura di 
una ceramide formata da un amide di un 
generico acido grasso e della sfingosina 
((2S,3R)-2-aminooctadec-4-ene-1,3-diol). 
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MEA). Nel caso della lana le ceramidi sono dei particolari sfingolipidi, e sono composte 
dall’ammide di un acido grasso N sostituita con una basse sfingoide (esempio riportato 
in Figura 1.3 ) [28, 31, 32]. Le ceramidi della lana sono per lo più a base di acidi grassi 
non idrossilati [28, 33] e a base di 2 – idrossiacidi [28, 33]. 
Anche gli IWL sono importanti nel determinare la permeabilità della fibra di lana e si 
presume che siano disposti in un doppio strato che costituisce la barriera primaria 
contro la penetrazione di composti idrofilici all’interno della fibra [30]. Di qui discende la 
loro importanza nelle procedure di tintura. In particolare, se la superficie esterna della 
cuticola della fibra fosse completamente libera, i gruppi amminici terminali dei 
polipeptidi sarebbero disponibili per un’interazione diretta con le molecole dei coloranti 
[34]; tuttavia, lo strato degli IWL che la ricopre si presenta come chemiadsorbito alle 
cellule esterne mediante legami tioesterei o, in minima parte, esterei [26, 34, 35] ed è 
organizzato in modo da avere tutte le code idrofobe delle molecole rivolte verso 
l’esterno rendendo la fibra di lana idrofoba e spiegando il perché della minore tingibilità 
della fibra che non sia stata prima lavata [27, 34]. 
Il tipo di legame che unisce gli IWL alle proteine della cuticola è stato dimostrato 
dall’identificazione di opportuni ioni mediante ToF – SIMS [34, 35, 36]. Per esempio, 
l’identificazione di ioni attribuibili al 18-MES, quali CH3CH0CH(CH3)(CH2)16-COS
- (341 m/z) 
e CH3CH2CH(CH3)(CH2)16-COO
- (326 m/z), ha consentito di risalire a legami tipo ponte 
tioestereo e, con minore incidenza, ponte estereo [26, 34, 35].  
Il 18-MEA sembra avere anche importanza strutturale, contribuendo alla coesione delle 
cellule che compongono la cuticola; la sua perdita per effetto dell’invecchiamento o per 
effetto dei lavaggi pare essere correlata con la perdita di forza della fibra [26]. 
1.2.1. Degrado della frazione lipidica 
Gli studi disponibili in letteratura riguardo le reazioni di invecchiamento cui possono 
andare incontro gli acidi grassi sono moltissimi. I lipidi comunemente contenuti in 
campioni artistici possono subire reazioni di ossidazione, idratazione, perdita 
d’acqua, decarbossilazione, esterificazione, aromatizzazione, idrolisi, idrogenazione, 
isomerizzazioni dei doppi legami, reazioni tipo Diels-Alder, reticolazione e 
polimerizzazione, tutto in relazione alle condizioni climatico - ambientali cui le 
molecole sono state esposte [37]. 
Purtroppo, a scapito di un ricco numero di pubblicazioni che riguardano la 
composizione della lanolina, non sono noti studi che riguardino il suo 
invecchiamento quando associata alla fibra di lana stessa, e in particolare per quanto 
riguarda ciò che avviene nei filati di interesse artistico.  
Studi effettuati tramite spettroscopia UV rivelano un riduzione per effetto 
dell’irraggiamento dello strato di lipidi superficiale con rimozione degli acidi grassi 
legati covalentemente e con un incremento delle funzionalità carboniliche e 
carbossiliche in superficie per effetto dell’ossidazione degli acidi grassi [27]. 
In studi di tipo tecnologico-industriale condotti sulla frazione lipidica della lana si 
riporta che fra gli acidi grassi quello più suscettibile di ossidazione è il 18-MEA, ma 
senza chiarire quali potrebbero essere gli eventuali prodotti di degradazione [36, 
38]. 
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1.3. I Tannini: influenza della tintura sul degrado della frazione proteica 
I tannini sono polifenoli di origine vegetale e possono essere suddivisi in: 
 tannini idrolizzabili, detti anche gallo tannini o ellagitannini, che decompongono 
in acqua dando acidi carbossilici aromatici (acido gallico o ellagico o un loro 
semplice derivato), zuccheri o alcoli poliidrossilati, acido protocatecuico [12, 39]; 
 tannini condensati, che precipitano in acqua; composti da unità di catechina ed 
epicatechina [12, 39], se posti in soluzione, anziché andare incontro ad idrolisi 
danno luogo a polimerizzazione progressiva fino al raggiungimento di uno stato 
amorfo [39]. 
Storicamente, una delle principali fonti naturali di tannini utilizzati per tingere i tessuti 
erano le noci di galla. Queste si formano per una reazione dei germogli di Quercus 
infectoria L. all’infezione da parte delle uova di un insetto. I germogli venivano raccolti 
ed essiccati per ottenere un colorante nero resistente alla luce, il cui maggior cromoforo 
è l’acido gallico [12, 14].  
Anche varie specie di catecù contengono differenti tipi di tannini condensati a base di 
acido gallico, catechina, acido m-digallico e quercetina. Dalla noce possono invece 
essere estratti juglone e vari altri tannini [40].  
Prima dell’invenzione dei coloranti sintetici queste erano le uniche sostanze in grado di 
impartire colorazioni dal bruno al nero e venivano usate sia come inchiostri per la carta 
che come coloranti per i tessuti.  
I tannini sono in grado di legarsi alla fibra della lana per formazione di legami a idrogeno 
fra i loro gruppi auxocromi –OH e i gruppi acidi liberi degli amminoacidi della lana, ma la 
presenza di uno ione metallico che aggiunge un ponte fra la struttura proteica e le 
molecole di colorante (mordente) è utile per migliorarne la resistenza e le proprietà 
tingenti [14]. In genere i mordenti più utilizzati con i coloranti a base di tannini sono sali 
di alluminio, come l’allume [AlK(SO4)2·12H2O], o di ferro, come il solfato di ferro (II) 
FeSO4; possono essere usati anche molti altri sali di metalli di transizione quali rame o 
zinco. Onal et al. [14] riportano tre possibili meccanismi di interazione fra substrato, 
mordente e colorante, in dipendenza dalla sequenza impiegata nelle fasi di tintura: 
 pre-mordenzatura: interazione proteina-ione metallico-colorante; 
 mordenzatura in contemporanea: interazione colorante-ione-lana; 
 post-mordenzatura: interazione lana-colorante-mordente. 
La prima di queste tre dovrebbe essere quella predominante con un substrato proteico 
quale la lana [3]. A seconda del metallo usato e delle condizioni di tintura (intese come 
ordine di aggiunta dei componenti al bagno di tintura, pH, temperatura e durata del 
bagno) si possono ottenere differenti sfumature e differente resistenza del colore stesso 
[14, 41]. 
Il colore scuro tendente al nero, caratteristico dei complessi che vengono a formarsi fra 
il ferro e il colorante, è determinato dal forte assorbimento attraverso l’intero spettro 
del visibile [4]; in particolare è causato da un trasferimento di carica reversibile fra lo 
ione Fe (III) e l’ossigeno cui è legato nel complesso con il tannino [3, 42, 43]. L’impiego di 
tannini di tipo diverso dà al colore delle sfumature diverse: per i tannini idrolizzabili si 
ottiene un nero tendente al blu, mentre con i tannini condensati è possibile ottenere 
delle sfumature sul verde [3, 4]. 
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Come già accennato precedentemente, le procedure di tintura utilizzate e il tipo di 
coloranti stessi possono influenzare il processo di degrado. I bagni di tintura prevedono 
in genere temperature fino ai 90-95°C e condizioni di pH anche molto acide o molto 
basiche a seconda del colorante da applicare; tali condizioni particolarmente violente 
danneggiano già in partenza la fibra proteica alterandone la struttura e quindi la risposta 
all’invecchiamento [1, 2, 25]. L’elevata temperatura è in grado di favorire la formazione 
di cross-link fra le catene laterali della struttura proteica alterandola nel complesso (es. 
formazione di legami peptidici fra residui acidi e basici) [20]. 
Il caso dei coloranti tannici è un esempio tipico: l’applicazione di questi coloranti naturali 
alla fibra tessile porta ad un più veloce e maggiore degrado della stessa. In particolare 
esso sembra tanto più accentuato se i tannini sono stati usati con del ferro come 
mordente.  
Il deterioramento indotto da questo tipo di coloranti è da attribuirsi presumibilmente 
all’elevata acidità cui la fibra è sottoposta durante la tintura, anche a causa delle 
funzionalità fenoliche e carbossiliche dei tannini stessi. Inoltre, lo ione solfato residuo in 
ambiente acquoso, o anche solo in presenza di umidità, potrebbe portare alla 
formazione di acido solforico [20]. 
Gli ioni metallici del mordente, in particolare ferro e rame, agiscono inoltre da 
catalizzatori per i processi foto ossidativi della struttura proteica del substrato. La loro 
presenza è in grado di provocare un incremento della formazione di acido cisteico a 
partire da cisteina e cistina [16, 20]. La cuticola sarà ovviamente la parte più danneggiata 
dal loro effetto catalitico: la modifica fotochimica delle proteine della cuticola porta ad 
ingiallimento e fotoindebolimento dell’intera fibra [22]. 
L’effetto congiunto dell’acidità dei tannini e degli effetti di catalisi degli ioni del 
mordente induce un degrado particolarmente avanzato; su tessuti tinti con sostanze 
diverse è possibile apprezzare già a livello visivo il maggior degrado che interessa le zone 
tinte di bruno. Spesso il degrado è talmente spinto da causare addirittura delle 
mancanze nel tessuto [20]. 
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1.4. Tecniche d’analisi 
La caratterizzazione della fibra della lana si rivela di fondamentale utilità per poter 
pianificare un appropriato piano di conservazione per filati di interesse storico. Inoltre, 
insieme allo studio delle tecniche utilizzate per la tessitura e tintura, consente di 
comprendere meglio quali fossero le tecnologie utilizzate all’epoca della manifattura del 
filato. 
Tecnica d’elezione per l’identificazione del tipo di fibra (lana, seta, canapa) o anche per 
differenziare fra i tipi di lana, è sicuramente il microscopio elettronico: la particolare 
struttura della cheratina permette di identificare già con una semplice osservazione al 
microscopio elettronico se il filato è tessuto con lana oppure, per esempio, con della 
seta [27, 34, 44]. Questi due materiali, pur essendo entrambi proteici di origine animale, 
appaiono molto diversi all’ingrandimento. La differente composizione amminoacidica e il 
la loro diversa struttura terziaria e quaternaria permette immediatamente distinguere 
fra la fibroina della seta e la cheratina della lana. 
Tuttavia la semplice osservazione in microscopia non può dare informazioni riguardo le 
alterazioni che la fibra può aver subito a livello molecolare e difficilmente può essere 
utile per lo studio di fibre degradate a tal punto da aver perso le caratteristiche 
strutturali o addirittura da essere ridotte in polvere. È possibile ricorrere a tecniche 
spettroscopiche o a tecniche separative a seconda del tipo di informazione d’interesse e 
del livello di specificità che si desidera ottenere. 
La maggior parte degli studi di caratterizzazione sia riguardo la frazione lipidica che sul 
degrado della struttura proteica sono effettuati a scopo industriale: la frazione lipidica è 
infatti ampiamente utilizzata in campo cosmetico, mentre lo studio del degrado foto-
indotto nella frazione proteica si rivela utile per l’industria tessile. Al confronto, le 
informazioni disponibili riguardanti la conservazione di tessuti di interesse artistico sono 
molto scarse. 
Qui di seguito si riportano le principali tecniche analitiche che sono state applicate in 
letteratura per lo studio della composizione della lana; per brevità è stato scelto di 
raggruppare la trattazione per tecnica analitica e di abbandonare la distinzione fra 
frazione lipidica e frazione proteica adottata nei paragrafi precedenti. 
1.4.1. Spettroscopie 
La maggior parte degli studi sulla fotochimica della lana sono stati condotti sulla 
fibra solida nella sua interezza; si ritiene che siano alcune proteine specifiche ad 
avere una maggiore influenza sul degrado indotto dalla luce, ma studiarle 
singolarmente significherebbe portarle in soluzione e quindi indurre inevitabilmente 
delle alterazioni a livello strutturale.  
 Fluorescenza: questa è sicuramente la tecnica di elezione per studiare i 
fenomeni di energy transfer che avvengono dagli amminoacidi aromatici, in 
particolare a partire dalla tirosina che ha un coefficiente di estinzione molare più 
elevato, al triptofano. Studi di fluorescenza hanno permesso infatti, insieme 
all’ESR, di individuare, a fronte di un numero maggiore di fotoni assorbiti, 
solamente gli stati eccitati del triptofano e non della tirosina. Pare inoltre che la 
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tirosina possa dar luogo a meccanismi di rilassamento o di quenching perché non 
tutta l’energia assorbita viene trasferita al triptofano [18].  
 ESR: si è dimostrata di grande utilità nella determinazione di radicali originati 
dagli amminoacidi durante i processi fotoossidativi. Per esempio, è stata 
applicata sia sulle fibre di lana che sulle fibre di seta in seguito ad irraggiamento 
UV e ha permesso di correlare la perdita di forza delle fibre con un incremento 
della concentrazione di radicali liberi [45]. Con questo tipo di spettroscopia è 
stato anche possibile determinare le specie radicaliche differenti che si 
ottengono a seconda della radiazione cui la fibra è esposta. Per esempio per 
radiazioni UV con λ<320 nm, si ottengono degli spettri ESR caratteristici di 
radicali zolfo e carbonio; mentre un irraggiamento nella zona compresa fra 400 e 
500 nm produce solo radicali carbonio. La formazione di radicali tiile liberi (RS*) 
seguirebbe dalla rottura di ponti disolfuro a temperatura ambiente [23]. 
 FTIR – ATR: consente uno studio diretto non distruttivo sulla superficie della 
fibra; è stata impiegata per la determinazione dei prodotti di degrado della 
cistina a seconda della radiazione incidente (radiazione solare simulata, 
radiazioni comprese fra 400 e 320 nm, radiazione compresa fra 280 e 100 nm) 
[36, 46]. Il cromoforo dei residui di cistina assorbe a 250 nm, mentre per 
radiazioni ad energie inferiori sono gli amminoacidi aromatici ad assorbire la 
maggior parte della radiazione e sono loro a dover trasferire energia al ponte 
disolfuro perché possa reagire [46].  
 Raman: consente si seguire l’andamento del degrado della struttura proteica 
monitorando l’intensità degli stretching simmetrici del legame –S-S– e delle 
bande attribuibili agli amminoacidi aromatici [36, 46]. 
 Raggi X: le spettroscopie che sfruttano i raggi X come sorgente di eccitazione 
possono fornire un gran numero di informazioni a seconda di come questi 
vengono sfruttati. Per esempio, la Diffrazione a Raggi X è stata applicata agli IWL 
per studiarne lo stato cristallino (i lipidi interni sono stati preliminarmente isolati 
dalla matrice, poiché non sarebbe stato possibile studiarli direttamente sulla 
fibra a causa del loro basso contenuto relativo rispetto alla frazione proteica) 
[30]. Il SEM – EDX e la Fluorescenza a Raggi X trovano invece applicazione nello 
studio dei filati tinti con coloranti ferro – tannici per chiarire la distribuzione 
degli ioni del mordente sulla fibra: ad una distribuzione non uniforme potrebbe 
essere associato un altrettanto non uniforme degrado [3, 47]. La X-Ray 
Photoelectron Spectroscopy è stata utilizzata per ottenere informazioni preziose 
riguardo al contenuto di zolfo nella fibra da correlare con lo stato di degrado 
[27,47]. 
 
 
 
11 
 
1.4.2. Time of Flight – Secondary Ion Mass Spectrometry (ToF – SIMS) 
Il SIMS è una tecnica d’analisi di superficie in cui la ionizzazione avviene 
direttamente sul campione senza bisogno di alcun tipo di pretrattamento, ed è 
applicabile a condizione che il campione stesso sia resistente alle condizioni di alto 
vuoto necessarie nella camera di ionizzazione.  
La sua applicazione in modalità statica alla fibra di lana ha consentito di chiarire 
come lo strato lipidico esterno sia connesso alla superficie proteica [26, 34, 35].  
I risultati ottenuti sulla lana grezza non sottoposta a lavaggi riportano risultati in 
accordo con quelli reperibili in letteratura riguardo la composizione della lanolina, 
mentre risulta che gli acidi grassi covalentemente legati alla cuticola non vengono 
rimossi completamente anche dopo il lavaggio della fibra [26]. Per effetto 
dell’ossidazione, i segnali riconducibili al 18-MEA si riducono di intensità a causa 
della perdita di questo acido grasso dallo strato dell’epicuticola [36]. 
1.4.3. Gas cromatografia/Spettrometria di massa 
La gas cromatografia è una tecnica ampiamente utilizzata per l’identificazione di 
componenti organiche nel campo dei beni cultural;, la sua applicazione in 
combinazione con la spettrometria di massa consente lo studio di entrambe le classi 
di analiti oggetto di questa tesi [5, 37, 48]. 
Gli amminoacidi sono molecole piccole ma molto polari, quindi la loro analisi in 
GC/MS necessita di derivatizzazione. Come derivatizzanti in letteratura si ritrova 
l’impiego di: 
 trifluoroacetammide (TFA) in presenza di metanolo, alcol isopropilico o 
butanolo, che però non dà risultati quantitativi per le funzioni alcoliche [48];  
 agenti trimetilsililanti, N, O bis(trimetil)acetammide (BSTA) o analoghi ( N-ter-
butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetammide - MTBSTFA), hanno il vantaggio di 
derivatizzare contemporaneamente sia le funzioni acide che quelle amminiche, 
particolarmente sensibili all’umidità, danno due prodotti di derivatizzazione per 
la prolina e l’idrossiprolina [5];  
 alchilcloroformiati in etanolo/acqua/piridina, efficaci sia sui gruppi amminici che 
idrossilici. 
Ognuna di queste procedure prevede però particolari condizioni di reazione e il 
derivatizzato risulta particolarmente suscettibile a reazioni di degradazione; per 
esempio la formazione dei trimetilsililesteri è molto sensibile all’umidità mentre gli 
alchilcloroformiati sono sensibili al pH. Il limite principale all’applicazione di questo 
tipo di analisi agli amminoacidi delle proteine della lana è però dato dal fatto che 
nessuno di questi metodi consente contemporaneamente l’analisi della cisteina e 
della tirosina e nessuno è in grado di derivatizzare il triptofano. Si andrebbe dunque 
a perdere la maggior parte delle informazioni fondamentali per stabilire 
l’avanzamento del degrado strutturale del filato.  
L’analisi in GC/MS degli acidi grassi richiede la derivatizzazione per poter aumentare 
la volatilità di tali sostanze. Il derivatizzante più impiegato per questo tipo di 
sostanze è sicuramente il BSTFA (N,O-bistrimetilsililtrifluoroacetammide) grazie alla 
semplicità e riproducibilità degli spettri di massa ottenuti; un’alternativa alla 
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produzione di derivatizzati trimetilsililati è la formazione di prodotti ter-
butildimetilsililati [31], o ancora è possibile anche ricorrere a reazioni di metilazione 
[49, 50].  
Questa tecnica cromatografica è quella in grado di fornire la maggior quantità di 
informazioni sulla frazione lipidica della lana, e la caratterizzazione completa della 
lanolina riportata nel paragrafo 1.2 è stata effettuata tramite GC/MS per metilazione 
o trimetilsililazione degli analiti estratti dalla matrice per saponificazione [9, 11, 49, 
51]. 
1.4.4. Pirolisi – Gas cromatografia/Spettrometria di massa (Py – GC/MS) 
La Py-GC/MS è una utilissima tecnica di fingerprint largamente applicata per le 
analisi chimiche nel campo dei beni culturali. A causa dell’elevata variabilità delle 
condizioni di pirolisi del campione si tratta tuttavia di una tecnica applicabile solo per 
studi di tipo qualitativo. I prodotti osservabili nei pirogrammi sono il complesso 
risultato di una decomposizione chimica ad elevata temperatura del campione. 
Inoltre, a seconda dell’assetto strumentale adottato, è possibile che il profilo di 
fingerprint rivelato sia differente anche per lo stesso analita.  
Questa tecnica non necessita di preparazione del campione. Per ottenere una pirolisi 
più controllata e riproducibile e per ottenere pirogrammi maggiormente informativi, 
si ricorre però spesso all’aggiunta di un derivatizzante al campione che si introduce 
nella camera di pirolisi. 
Per l’analisi di materiali proteici in genere si utilizza tetrametilammonioidrossido 
(TMAH) o esametildisilazano (HMDS). Nei pirogrammi corrispondenti si riscontrano 
dei complessi profili di frammentazione dovuti essenzialmente a reazioni di 
riarrangiamento dei polipeptidi, a seconda del tipo di proteina analizzata sarà 
dunque necessario considerare dei marker specifici [37]. 
Il TMAH e l’HMDS sono i derivatizzanti più utilizzati anche per l’analisi in Py-GC/MS 
dei lipidi [37].  
Caratteristico del pirogramma della lanolina è il profilo degli alcani, sia ramificati che 
non; particolarmente abbondanti sono gli alcheni che terminano con strutture 
isopropiliche o isobutiliche. Questo riflette la alta percentuale di esteri contenenti 
acidi grassi iso e anteiso che in pirolisi degradano parzialmente in alcheni con catene 
a struttura analoga per scissione radicalica della catena. Compaiono anche delle 
aldeidi plausibilmente provenienti da acidi 2-idrossicarbossilici, particolarmente 
abbondanti nella lanolina sotto forma di esteri. Gli acidi grassi C11-C20 possono 
essere attribuiti sia a componenti originali della lanolina che a prodotti di pirolisi 
degli esteri. Le strutture iso- e ramificate sono predominanti nei composti a numero 
pari di atomi di carbonio, mentre le strutture anteiso sono prevalenti in quelli a 
numero dispari. Ci sono anche molti composti steroidei; gli esteri del colesterolo 
sono inoltre molto abbondanti [10]. 
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1.4.5. Amminoacidi in cromatografia liquida 
La cromatografia liquida può essere utilizzata come metodo per separare gli 
amminoacidi sia analizzandoli tal quali, sia sottoponendoli ad una derivatizzazione. 
In genere la derivatizzazione degli amminoacidi consente la loro rivelazione con 
detector a serie di diodi o in fluorescenza, mentre per la rivelazione in spettrometria 
di massa non è necessaria la derivatizzazione degli analiti. 
Per poter analizzare gli amminoacidi con un rivelatore in fluorescenza sarà 
necessario marcare gli amminoacidi con un reagente fluorescente, per esempio, 
introducendo una amminochinolina secondo un metodo standard che in letteratura 
è stato applicato per la caratterizzazione di materiale proteico di filati di interesse 
artistico [50, 52, 53]. Un’alternativa alla rivelazione in fluorescenza è data dalla 
rivelazione in UV, usando per esempio l’assorbimento prodotto dai feniltiocarbamil - 
amminoacidi [54].  
Le procedure di derivatizzazione sono però sempre poco economiche, sia in termini 
di tempo, che in termini di recupero del campione ed introducono inoltre fonti di 
inquinamento. 
Gli esempi in letteratura di studi di amminoacidi non derivatizzati sono molteplici, 
così come molteplici sono le matrici dalle quali è possibile estrarli: molte applicazioni 
riguardano il campo medico [55, 56, 57], altre riguardano il campo alimentare [58], 
poche sono le applicazioni che riguardano il campo dei beni culturali [16, 50, 59, 61]. 
Altrettanto vario è il panorama delle fasi stazionarie che sono state utilizzate per 
separarli [59, 60, 61].  
Classicamente la cromatografia in fase liquida viene effettuata in fase inversa, cioè 
sfruttando fasi stazionarie apolari, comunemente composte da catene C18 legate ad 
un substrato in silice e fasi mobili maggiormente polari. L’eluizione in gradiente 
viene in genere effettuata partendo da alte percentuali d’acqua e incrementando 
gradualmente le percentuali del solvente organico, comunemente acetonitrile o 
metanolo. Il meccanismo alla base della ritenzione nella cromatografia in fase 
inversa (RP – reversed fase) è l’equilibrio di ripartizione dell’analita fra la fase 
stazionaria e la fase mobile [62]. Il principale fattore in grado di influenzare la 
ritenzione degli analiti è la percentuale di solvente organico nell’eluente; quindi 
modificando il gradiente di eluizione è possibile influire sulla ritenzione dei composti, 
sulla risoluzione e sulla forma dei picchi. L’aggiunta di un modificatore di fase mobile 
(a seconda del caso un acido, una base o un tampone) serve per abbattere le 
variazioni del pH dell’eluente, inibendo quindi gli equilibri acido – base degli analiti, 
per evitare picchi sdoppiati o forme di picco non gaussiane. 
Questo tipo di cromatografia è sicuramente adatto per molecole poco polari o con 
medio grado di polarità, mentre sarà sconsigliabile per molecole molto polari, in 
particolare se piccole. Queste ultime, infatti, non avendo alcuna affinità con la fase 
stazionaria, saranno caratterizzate da tempi di ritenzione molto bassi, o eluiranno 
addirittura in corrispondenza del tempo morto. 
Un’alternativa alla RP di recente introduzione è la HILIC: Hydrophylic Interaction 
Chromatography [63]. Il primo a dare un nome e una definizione a questo tipo di 
cromatografia fu Alpbert nel 1990 [64].  
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Questo tipo di cromatografia sfrutta fasi stazionarie polari, che possono essere 
neutre, ionizzabili o anche zwitterioniche, ed eluenti con una percentuale di solvente 
organico compresa fra il 90 e il 60 % del totale; anche in questo caso gli eluenti più 
utilizzati sono acqua e acetonitrile, mentre solventi organici spesso usati in RP-HPLC 
come il metanolo o l’etanolo sono meno adatti in quanto solventi polari protici. In 
genere le colonne di tipo HILIC sono usate dopo con un breve periodo di 
condizionamento iniziale con una percentuale di solvente organico intorno al 95 %. 
L’eluizione in gradiente prevede un incremento della percentuale del solvente 
acquoso, con un andamento opposto a quello della RP. Potrebbe sembrare analoga 
alla cromatografia in fase normale (NP, fase stazionaria polare ed eluente apolare), 
ma il meccanismo alla base del processo di ripartizione è completamente diverso: 
per la tradizionale NP il meccanismo è basato sull’adsorbimento degli analiti sulla 
fase stazionaria, mentre il meccanismo alla base della HILIC prevede la concomitanza 
di molte interazioni e non è ancora stato delineato un modello matematico in grado 
di descrivere perfettamente la ritenzione [62].  
Si presume che si formi uno strato acquoso coeso con la fase stazionaria, 
permettendo l’instaurarsi di equilibri di ripartizione fra la fase acquosa adsorbita e la 
fase mobile ad alto contenuto si solvente organico [15, 64, 65]. Gli analiti polari 
potranno comunque interagire anche con la fase stazionaria ed essere adsorbiti su di 
essa. Le interazioni chimico – fisiche coinvolte sono molteplici: vanno dai legami a 
idrogeno fino alle interazioni dipolo – dipolo indotto, alle interazioni idrofobiche. 
Buszewskiet al. [66] le riportano schematicamente in una review del 2012 (Figura 
1.4). 
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Figura 1.4 Rappresentazione schematica delle interazioni che possono essere coinvolte nel 
meccanismo di ritenzione nella cromatografia HILIC [66]. 
La rapidità delle variazioni del gradiente influisce meno sulla ritenzione degli analiti 
nella cromatografia HILIC rispetto alla RP. 
Altra differenza sostanziale è l’influenza dei modificatori di fase. Mentre nella RP 
questi influiscono semplicemente sulla ionizzazione degli analiti, nella HILIC 
influiscono anche sulla ionizzazione della fase stazionaria [67]. Il controllo del pH si 
rivela dunque fondamentale ed è per questo che si preferisce usare soluzioni 
tampone di sali quali acetato d’ammonio o formiato d’ammonio. 
Anche l’ordine di eluizione dei soluti sarà inverso rispetto a quelli della 
cromatografia RP, essendo eluiti con idrofilicità crescente.  
I vantaggi che questo tipo di cromatografia offre rispetto alla tradizionale 
cromatografia in fase inversa sono la migliore ritenzione e le forme dei picchi più 
simmetriche per composti facilmente ionizzabili. In più la grande percentuale di fase 
organica nell’eluente consente di avere minori contropressioni per la minore 
viscosità ed una maggiore sensibilità in spettrometria di massa per la maggiore 
efficienza nello spraying e desolvatazione di queste fasi mobili [15, 62, 64, 71] (per 
una trattazione più estesa della cromatografia HILIC si rimanda all’Appendice). 
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Per la separazione degli amminoacidi, trattandosi di molecole polari, sarà da 
prediligere quindi la cromatografia HILIC anche se anche con la cromatografia in fase 
inversa sono stati ottenuti dei buoni risultati.  
Per esempio Witowski et al. [59] hanno messo a punto un metodo HPLC-ESI-MS/MS 
per la separazione degli amminoacidi da applicare all’identificazione di leganti 
pittorici. È stata impiegata una colonna C18 ed eluenti privi di modificatori di fase in 
modo da non indurre soppressione ionica durante la ionizzazione degli analiti. Il 
metodo ottenuto è riproducibile e consente la separazione degli analiti in soli 20 
minuti. Non può però essere applicato per la quantificazione di amminoacidi piccoli, 
come la glicina, e amminoacidi acidi. L’acido glutammico e l’acido aspartico sono 
troppo polari per questo tipo di fase stazionaria e danno luogo a picchi troppo larghi 
[59].  
Altre applicazioni della cromatografia in fase inversa alla separazione degli 
amminoacidi incontrano limiti analoghi, aggiungendo anche gli effetti negativi della 
soppressione ionica indotta dalla presenza di modificatori di fase a volte necessari 
per ottenere una buona separazione. In alcuni casi alle normali fasi C18 si 
preferiscono le così dette fasi endcapped, cioè preparate in modo tale da proteggere 
le funzionalità SiOH residue della fase stazionaria non legate alle catene C18. Queste 
danno una maggiore resistenza della fase stazionaria in range più ampi di pH e 
introducono comunque delle modifiche nella capacità ritentiva della fase stazionaria 
[60, 68]. 
In letteratura è disponibile anche un metodo alternativo per la determinazione degli 
amminoacidi dei leganti pittorici, messo a punto da Zangrando et al. [61]. Questo 
metodo sfrutta con successo una colonna di tipo ZIC-HILIC, cioè con una fase 
stazionaria zwitterionica, incontrando però dei limiti per la ritenzione degli analiti 
basici. La scelta di questo tipo di colonna è piuttosto comune per la separazione 
degli amminoacidi, per via dell’affinità della struttura chimica, entrambi possono 
assumere sia carica positiva, che negativa, che neutra a seconda delle condizioni di 
pH usate [15].  
Fra le varie fasi stazionarie disponibili sul mercato, quella più comunemente usata 
per cromatografia HILIC è quella in silice nuda. I vantaggi di questa fase stazionaria 
sono sicuramente la versatilità e la bassa incidenza di fenomeni di bleeding molto 
più probabili per colonne con fasi stazionarie funzionalizzate [15]. 
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1.5. Conclusioni  
La lana si configura come una fibra naturale di origine animale, composta principalmente 
da materiale proteico, cui è associata una frazione lipidica con funzione protettiva della 
stessa [1, 27]. Una parte dei lipidi associati alla fibra, fra ai quali il maggior componente 
è l’acido 18-MEA, pare rivestire una certa importanza di tipo strutturale [27, 34]. 
Sia la caratterizzazione della frazione proteica che di quella frazione lipidica sono 
esaustivamente trattate in letteratura, anche se per lo più per scopi di tipo commerciale 
e industriale. Viceversa, il numero di studi disponibili sulla lana per scopi diagnostici nel 
campo dei beni culturali è esiguo. 
In particolare, non sono note pubblicazioni che riguardino lo studio della frazione lipidica 
dei filati di interesse storico o che parlino delle modalità di invecchiamento e delle 
reazioni di degrado cui questa può andare in contro. Si è quindi scelto di procedere alla 
sua caratterizzazione in campioni sottoposti a invecchiamento accelerato e in campioni 
storici, allo scopo di evidenziare particolari marker o pattern di invecchiamento. 
Per quanto concerne la caratterizzazione della frazione proteica, i metodi più 
comunemente impiegati nel campo dei beni culturali non sono risultati applicati alla 
tematica specifica dello studio della lana storica. Allo scopo di effettuare una 
quantificazione dei singoli amminoacidi, mantenendo allo stesso tempo la possibilità di 
identificare prodotti di invecchiamento incogniti, la strada migliore è sembrata lo studio 
in cromatografia HILIC degli amminoacidi ottenuti previa idrolisi del filato. 
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2. Materiali e metodi 
 
 
 
2.1. Reagenti 
I reagenti utilizzati sono: acqua bidistillata (Carlo Erba, Milano), etere dietilico e n-esano 
di grado HPLC, HCl (37%), KOH, etanolo RP ed isoottano tutti Sigma-Aldrich. 
Gli acidi grassi standard (Sigma - Aldrich) sono stati utilizzati in una soluzione 
contenente: acido laurico, acido suberico, acido azelaico, acido miristico, acido sebacico, 
acido palmitico, acido oleico ed acido stearico in concentrazione di circa 4 ppm ciascuno. 
Come standard interni per la gas cromatografia/spettrometria di massa sono stati 
utilizzati: esadecano ed acido tridecanoico (purezza 99%, Sigma - Aldrich). Il 
derivatizzante utilizzato per le analisi in gascromatografia accoppiata a spettrometria di 
massa è la N,O-bis(trimetil)sililtrifluoroacetammide (BSTFA) contenente 1% di 
trimetilclorosilano (purezza 99,9%, Sigma - Aldrich). 
Per la cromatografia liquida interfacciata con spettrometria di massa sono stati impiegati 
acqua, acetonitrile, acetato d’ammonio, formiato d’ammonio e acido formico tutti grado 
LC-MS (Sigma - Aldrich). La soluzione per la calibrazione del Q - ToF è stata preparata in 
acetonitrile a partire da Agilent Tuning mix (soluzione HP0321, Agilent Technologies). 
Gli eluenti in cui è stato dissolto un modificatore di fase solido sono stati filtrati con dei 
filtri in PTFE (0.45 µm, 47 mm, Agilent Technologies). 
Per lo standard di amminoacidi è stato utilizzato uno standard per idrolizzati del 
collagene (Sigma - Aldrich) contenente acido glutammico, acido aspartico, lisina, tirosina, 
metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, arginina, serina, alanina, glicina e 
istidina in concentrazione di 2.5 µmol/mL, idrossiprolina e prolina in concentrazione di 
12.5 µmol/mL, cistina in concentrazione di 1.25 µmol/mL in soluzione acida con HCl allo 
0.01 %. Sono state utilizzate inoltre cisteina, cistina e triptofano in polvere tutti Sigma – 
Aldrich. 
2.2. Materiali di riferimento 
È stata utilizzata della lana commerciale italiana “pura lana” (Campolmi) sottoposta a 24 
ore, 48 ore, 1, 2 e 3 settimane invecchiamento progressivo in Solarbox (filtro outdoor 
280 nm, umidità relativa 50%, temperatura 35 ± 5°C, irraggiamento 500 W/m2; Solarbox 
1500e RH, Erichsen, Italia). 
 Il set di filati di riferimento era stato precedentemente preparato e comprendeva lana 
tinta con tannini estratti dalle fonti storicamente più importanti: noce di galla, noce, 
catecù, frangola e corteccia di betulla. A questi è stata aggiunta della lana tinta con il 
solo acido gallico per poterne confrontare il comportamento con i filati tinti con i tannini 
di estrazione vegetale. Per ciascun tipo di tintura erano presenti un filato non 
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mordenzato, uno mordenzato con ferro ed uno con alluminio, e di tutti i tipi sono stati 
considerati sia i filati appena prepararti e conservati al buio, che sottoposti ad 
invecchiamento accelerato in Solarbox (con filtro outdoor 280 nm, umidità relativa 50 %, 
irraggiamento 500 W/m2). Per il gruppo dei filati composti dalla sola lana lavata erano 
disponibili anche i filati invecchiati con umidità relativa all’80 %. 
Le condizioni impiegate per la tintura e la mordenzatura sono le seguenti: 
 mordenzatura con alluminio: 15 g di lana sono stati immersi in una soluzione a 
ebollizione di tartrato acido di potassio (720 mL di H2O deionizzata con 0.9 g di 
C4H5O6K) e di allume (30 mL di H2O deionizzata con 3.6 g di KAl(SO4)2·12(H2O) ) e 
lasciati bollire per 30 min. Il tutto è stato lasciato riposare per una notte; la lana 
poi è stata lavata e lasciata asciugare al buio. 
 mordenzatura con ferro: 15 g di lana sono stati immersi per 30 min in una 
soluzione a 90 °C di FeSO4 (250 mL di H2O deionizzata con 0.76 g di FeSO4). La 
lana è stata poi lavata e lasciata asciugare. 
 tintura di 2 g di filato: il bagno di tintura è stato preparato facendo bollire per 
circa un’ora 2 g di materiale colorante in 200 mL di acqua. La soluzione è stata 
filtrata, vi è stata immersa la lana e scaldata a 90 °C per 30 min. La lana è stata 
poi lavata e lasciata asciugare. 
 tintura di 2 g di filato con acido gallico: la lana è stata immersa in una soluzione 
0.01 M di acido gallico tamponata a pH 4 con AcOH/AcONa e mantenuta a 90 °C 
per 30 min, dopodiché è stata lavata e lasciata asciugare [14]. 
2.3. Campioni di filati prelevati da arazzi di interesse storico 
I campioni analizzati sono stati tutti prelevati dam tessuti in lana tinti con diversi 
coloranti a base di tannini [5, 7, 69] provenienti da: 
 corredo funebre associato a mummie peruviane del 1200-1300 d.C. conservate 
presso il Museo di Anatomia dell’Università di Pisa – campioni Mummia 10A e 
Mummia 14C; 
 l’arazzo “Giuseppe fugge dalla moglie di Putifarre” di manifattura Fiorentina 
della metà del 1500 d.C. conservato a Firenze presso il Salone dei 200, Palazzo 
Vecchio – campione Giuseppe 1N2; 
 l’arazzo “L’abbondanza” della metà del 1700 d.C. di manifattura Fiorentina 
conservato a Roma presso il Senato della Repubblica – campioni Abbondanza 
Beige e Abbondanza Nero; 
 l’arazzo “L’assalto finale a Gerusalemme” della metà del 1400 d.C. di manifattura 
Fiamminga - Tournai conservato a Firenze presso il Museo Nazionale del Bargello 
– campioni Gerusalemme IVs, GerusalemmeI29, Gerusalemme III19 e 
Gerusalemme III33 con Gerusalemme IIIs* e Gerusalemme IVm’ usati come 
bianchi analitici perché provenienti dal medesimo arazzo, ma tinti 
rispettivamente con robbia e indigoidi (arazzi in Figura 2.1). 
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Figura 2.1 Da sinistra: “Giuseppe fugge dalla moglie di Putifarre”, metà 1500, manifattura 
fiorentina, Palazzo Vecchio, Firenze; “L’abbondanza”, metà 1700, manifattura fiorentina, 
Senato della Repubblica, Roma; “L’assalto finale a Gerusalemme”, metà 1400 d.C., 
2.4. Forno a microonde 
È stato usato un forno a microonde MLS-1200 MEGA (Milestone Microwave Laboratory 
System) tecnologia MDR, High Performance Microwave Digestion, dotato di un modulo 
per l’evacuazione dei vapori Exhauste Module EM-45/A. L’idrolisi avviene in atmosfera 
inerte (N2) ed il forno per l’idrolisi acida è stata condotta con le seguenti condizioni di 
lavoro: in 5 min raggiunge la temperatura di 160°C con una potenza di 550W e la 
mantiene costante per altri 30 min. 
2.5. Gas cromatografia/Spettrometria di Massa 
È stato utilizzato un gascromatografo Trace GC 2000 accoppiato con uno spettrometro di 
massa a trappola ionica Polaris Q (Thermo Quest, Finnigan, USA). L’iniettore era di tipo 
PTV utilizzato nella modalità CT splitless, surge mode 280 °C con una surge pressure di 
100 kPa. Lo spettrometro di massa sfrutta una ionizzazione per impatto elettronico (70 
eV); la temperatura della sorgente ionica è stata impostata a 230 °C, quella 
dell’interfaccia a 280 °C e gli spettri sono stati registrati in un range fra 50 e 700 m/z.  
La separazione cromatografica degli analiti è stata effettuata con una colonna capillare 
in silice fusa HP-5MS (5%difenil-95%dimetil-polisilossano, 30 m x 0,25 mm i.d., J&W 
Scientific Agilent Technologies). Le condizioni adottate per la separazione 
cromatografica utilizzate sono riportate in Tabella 2.1 [5]. I cromatogrammi sono stati 
acquisiti in TIC (Total Ion Current).  
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Tabella 2.1 Rampa di temperatura per la separazione gas cromatografica. 
°C/min T raggiunta (°C) Mantenuta per (min) 
/ 80 2 
10 200 4 
20 280 20 
20 300 35 
2.6. HPLC-ESI-Q-ToF 
È stato utilizzato un cromatografo “HPLC serie 1200 infinity” (Agilent Technologies, Palo 
Alto, CA, USA) accoppiato tramite un’interfaccia ESI (Agilent Jet Stream) ad uno 
spettrometro massa tandem quadrupolo-tempo di volo “Q-TOF serie 6530 Infinity” 
(Agilent Technologies). 
La separazione cromatografica è stata condotta su una colonna HILIC (10 cm x 2.1 mm, 
2.7 µm, Supelco); è stata impiegata anche una precolonna HILIC (0.5 cm x 2.1 , 2.7 µm, 
Supelco). 
L’ottimizzazione delle condizioni di eluizione, riportata nel Capitolo 3, ha permesso di 
individuare le condizioni migliori di separazione. La corsa cromatografica è stata eseguita 
mantenendo la colonna a 40 °C ad un flusso di 0.4 mL/min secondo il gradiente riportato 
in Tabella 2.2. Gli eluenti scelti sono A: 80% H2O 5 mM in acetato d’ammonio e 20 % di 
ACN; B: ACN allo 0.02% in acido formico. Come solvente di iniezione è stata impiegata 
una miscela di ACN/H2O in rapporto 7:3. È stato iniettato un volume di 2 µL per gli 
standard di amminoacidi e di solo 1µL per gli idrolizzati dei filati a causa della matrice 
molto complessa. 
L’azoto utilizzato come sheath gas e come nebulizzante viene prodotto da un generatore 
SRA (serie Whisper 0-40, purezza >98%) mentre per la camera di collisione è stato usato 
azoto con purezza al 99.999% .  
Gli spettri di massa sono stati registrati con una ionizzazione ESI in modalità positiva e le 
condizioni di lavoro adottate sono state: drying gas: temperatura 350 °C e flusso 10 
L/min; capillary voltage: 4.5 KV; pressione del nebulizer gas: 35 psig; sheat gas: 
temperatura 375 °C e flusso 11 L/min; fragmentor: 50V; Collision Energy: 15 V. 
Gli spettri di massa sono stati acquisiti nel range 50-500 m/z, mentre quelli in massa 
tandem nel range 50-300 m/z.  
La MS2 è stata effettuata in modalità AutoMSMS imponendo al software di selezionare 
un solo precursore per ciclo, di escluderlo dopo aver acquisito massimo 3 spettri di 
massa/massa e di selezionare solamente precursori monocarica. L’isolation width del 
quadrupolo è stata impostata al minimo valore possibile cioè a ± 1.3 m/z rispetto allo 
ione selezionato.  
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Tabella 2.2 Gradiente finale per l'eluizione in HPLC-ESI-Q-ToF. Eluenti: A – 80 % H2O 5 mM in 
acetato d’ammonio e 20 % ACN; B - ACN allo 0.02 % di acido formico. 
Tempo A B 
0 6.2 93.8 
5 6.2 93.8 
20 100 0 
22 6.2 93.8 
32 6.2 93.8 
2.7. Trattamento del campione 
Si riportano di seguito le procedure applicate ai filati in lana per poterne caratterizzare la 
frazione lipidica e la frazione amminoacidica. Data la lunghezza delle procedure stesse e, 
in alcuni casi, la piccola quantità di campione a disposizione, è stato deciso di effettuare 
replicati delle analisi solo in casi particolari.  
2.7.1. Saponificazione, estrazione e derivatizzazione della frazione lipidica 
La procedura seguita per estrarre la frazione lipidica associata al filo di lana viene 
riportata schematicamente in Figura 2.2, ed è parte di una più complessa procedura 
normalmente eseguita su campioni pittorici ma che si è dimostrata efficace anche su 
campioni di altro genere [6, 7, 70].  
La reazione di saponificazione è stata condotta usando 600 µL di una soluzione 
di KOH/H2O satura in KOH (10 %) e 400 µL di KOH/MeOH e scaldando in 
bagnomaria a 60 °C per 3 ore. Il saponificato è stato sottoposto ad estrazione 
con un’aliquota da 400 µL e due aliquote da 300 µL di esano. La porzione 
rimanente è stata acidificata con HCl 6 M e sottoposta ad estrazione con 
un’aliquota da 600 µL e due aliquote da 400 µL di etere dietilico. 
L’estratto ottenuto dopo l’estrazione con esano (frazione neutra contenente 
idrocarburi a catena lunga e acidi grassi a catena lunga) e quello dopo estrazione con 
etere dietilico (frazione acida contenente acidi grassi a catena corta e idrocarburi a 
catena corta) sono stati riuniti e analizzati congiuntamente in GC/MS. 
La derivatizzazione è stata effettuata con BSTFA secondo i seguenti passaggi: 
 aggiunta di 5 µL di acido tridecanoico (standard interno di 
derivatizzazione), 
 aggiunta di 20 µL di BSTFA, 
 5 min in bagnomaria a 60 °C, 
 aggiunta di 50 µL di isoottano, 
 25 min in bagnomaria a 60 °C, 
 100 µL di isoottano, 
 10 µL di esadecano (standard interno di iniezione), 
 iniezione manuale di 2 µL in GC. 
L’aggiunta dell’acido tridecanoico consente di valutare sia la resa di derivatizzazione 
che di iniezione. Si utilizza questo particolare acido grasso perché non è 
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normalmente presente nei campioni. L’esadecano funge da ulteriore standard di 
iniezione per controllare il buon esito dell’iniezione manuale in GC . 
 
Figura 2.2 Procedura adottata per l'estrazione della frazione lipidica associata al filo di lana. 
Campione: 1-6 mg
Saponificazione in bagno ad acqua
400 μL KOH in MeOH 10 %
600 μL KOH in H2O 10 %
3 ore 60  C
Estrazione in esano
estrattoresiduo
Derivatizzazione:
5 µl di C13; 20 µldi BSTFA; 
150 µl isoottano; 10 µl di 
esadecano
Iniezione da 2 µl in 
GC/MS
estrattoresiduo
Acidificazione con HCl
6 M ed Estrazione in 
etere dietilico
24 
 
2.7.2. Idrolisi della frazione proteica 
Anche l’idrolisi delle proteine che costituiscono il filato è stata in parte ripresa dalla 
procedura di letteratura [5]. La procedura adottata viene riportata schematicamente 
in Figura 2.3. 
L’idrolisi acida è stata condotta in fase vapore direttamente su una porzione di filo 
con l’ausilio del forno a microonde ponendo i vial in un bagno di 45 mL di HCl 6 M. 
L’idrolisi è stata condotta in atmosfera inerte per N2 in modo tale da ridurre il rischio 
di perdere gli amminoacidi più labili. L’idrolizzato è stato ripreso con 200 µl di H2O 
bidistillata e sottoposto ad estrazione con tre aliquote da 200 µl di etere dietilico per 
allontanare eventuali interferenti; il residuo è stato portato a secco sotto flusso di 
N2, ripreso con 1 mL di ACN/H2O (7:3), filtrato con un filtro da siringa in PTFE (0,45 
μm, Alltech), diluito 1:5 con la stessa miscela di solventi e iniettato il HPLC. Una 
percentuale così alta di solvente organico è necessaria perché, con le colonne HILIC, 
l’acqua è il solvente più forte e impiegarla in quantità elevate ha conseguenze 
negative sulla separazione [71, 72]. 
 
 
Figura 2.3 Procedura adottata per l'idrolisi della frazione proteica del filo di lana. 
Campione: 1-2 mg
Idrolisi in bagno di HCl 6M a 160 C 
assistita da microonde (500W)
Estrazione in etere 
dietilico
Residuo acquosoestratto
Seccato con flusso di N2, 
ripreso con 1mL di ACN/H2O 
7/3; diluito 1:5 sempre con 
la stessa miscela di solventi
Iniezione da 1 µl  in 
HPLC-ESI Q-ToF
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2.8. Rette di taratura per gli amminoacidi in HPLC-ESI-Q-ToF 
Per la costruzione delle rette di taratura sono stati utilizzati degli standard di 
amminoacidi con concentrazione di 0.2; 0.5; 2; 5 e 10 ppm ottenuti aggiungendo cistina, 
cisteina e triptofano alla soluzione standard di amminoacidi Aldrich (le concentrazioni 
degli amminoacidi dello standard Aldrich sono riportate nel paragrafo 2.1). 
Gli amminoacidi rivelati sono 15 (triptofano, tirosina, valina, lisina, isoleucina, leucina, 
prolina, cistina, metionina, arginina, fenilalanina, acido aspartico, acido glutammico, 
alanina e glicina); leucina ed isoleucina sono stati quantificati come una somma dei due 
perché non è stato possibile risolvere i due isomeri. 
Si riportano qui di seguito i dettagli delle rette di taratura ottenute (Tabella 2.3).  
La riproducibilità del metodo in termini di area è stata testata a diverse concentrazioni 
ed è risultata pari allo 0.6 % per concentrazioni superiori a 2 ppm e del 2 % circa per una 
concentrazione pari a 0.2 ppm.  
Tabella 2.3 Amminoacidi quantificati in ordine di tempo di ritenzione. Per ciascuno si riporta la deviazione 
standard del tr calcolata sui tre replicati della retta per il punto da circa 2 ppm, l’equazione della retta con 
il coefficiente di correlazione di Pearson e la deviazione standard associata alla pendenza e all’intercetta. 
Le rette di taratura sono state determinate con il metodo dei minimi quadrati (y = mx + b). 
 
tr (min) σTr (min) m (A/C) b (A/C) R
2
 (A/C) σm (A/C) σb (A/C) 
Trp 11.00 0.07 50762 -47320 0.9599 5989 38014 
Phe 11.16 0.07 776926 -577528 0.9969 25120 314898 
Tyr 11.23 0.06 71564 -160069 0.959095 8532 117323 
Ile/leu 11.38 0.07 198083 -973274 0.9983 47686 474674 
Met 11.48 0.06 475494 -402909 0.997023 15000 169848 
Val 11.65 0.07 693300 -454004 0.996718 22967 204176 
Pro 12.00 0.06 760668 8386116 0.914839 133992 5853270 
Ala 12.00 0.06 39139 21759 0.993323 1852 12525 
Gly 12.19 0.07 31590 6072 0.999832 236 1347 
Glu 12.5 0.1 81180 -90690 0.98667 5447 60825 
Asp 13.6 0.1 36585 -14164 0.997542 1048 10591 
Cistina 14.5 0.1 58970 -89725 0.978968 4990 57354 
Arg 14.55 0.04 1998742 -4277508 0.910297 362250 4788676 
Lys 14.83 0.04 356572 -403574 0.987749 22926 254338 
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3. Ottimizzazione della procedura HPLC-ESI-MS 
per la rivelazione degli amminoacidi 
 
 
 
Allo scopo di indagare gli effetti dell’invecchiamento sulla struttura proteica della lana è 
stata ottimizzata una separazione in cromatografia liquida degli amminoacidi su una colonna 
di tipo HILIC.  
Le misure sono state effettuate su una colonna la cui fase stazionaria è composta solamente 
da silicati liberi e hanno permesso di ottenere una separazione soddisfacente con una buona 
forma di picco per ciascun composto, grazie all’ottimizzazione delle condizioni di pH degli 
eluenti. I modificatori di fase utilizzati sono formiato d’ammonio e acetato d’ammonio. 
Questi modificatori di fase sono ben solubili sia in acqua che in acetonitrile e la loro spiccata 
volatilità li rende adatti per l’interfacciamento con la spettrometria di massa, in particolare 
con sorgenti di tipo ESI [15, 71, 73]. Se utilizzati in concentrazioni troppo elevate, vanno però 
a inibire la ionizzazione degli analiti. Per questo motivo è sempre necessario trovare un buon 
compromesso fra la separazione cromatografica, in termini di risoluzione e forma del picco, 
e ionizzazione per la rivelazione degli analiti; questo compromesso è in genere individuato 
nell’usare quantità non particolarmente elevate di modificatori di fase, tipicamente inferiori 
a 10 mM [71].  
Per poter identificare le migliori condizioni di separazione sono state effettuate diverse 
prove di gradiente e di eluenti provando a cambiare sia i modificatori di fase che le 
concentrazioni, mentre l’ottimizzazione delle condizioni di ionizzazione e di frammentazione 
per la massa tandem sono state effettuate iniettando uno standard in flow injection. Tutte le 
prove sono state fatte iniettando 10 µL di uno standard di amminoacidi da 2 ppm. 
3.1. Ottimizzazione delle condizioni di ionizzazione 
Iniettando uno standard di amminoacidi direttamente nella sorgente di ionizzazione 
Electrospray è stato possibile individuare le condizioni di ionizzazione ottimali.  
Le condizioni sono state ottimizzate con un solvente di iniezione con proporzione 50:50 
fra acqua e acetonitrile, ma si sono rivelate efficaci anche durante la separazione 
cromatografica in gradiente. 
Le prime prove di iniezione sono state condotte riprendendo lo standard di amminoacidi 
in solo acetonitrile, ma l’aggiunta di una piccola porzione d’acqua al solvente del 
campione ha consentito di aumentare l’intensità della risposta; è stata così scelta una 
miscela di acetonitrile e acqua in proporzione 7:3. 
Gli spettri di massa sono stati acquisiti nel range 50-500 m/z, mentre quelli in massa 
tandem nel range 50-300 m/z.  
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La MS2 è stata effettuata in modalità AutoMSMS imponendo al software di selezionare 
un solo precursore per ciclo, di escluderlo dopo aver acquisito massimo 3 spettri di 
massa/massa e di selezionare solamente precursori monocarica. L’isolation width del 
quadrupolo è stata impostata al minimo valore possibile cioè a ± 1.3 m/z rispetto allo 
ione selezionato.  
I parametri ottimizzati sono stati i potenziali di fragmentor (o declustering potential) e il 
voltaggio del capillare; le temperature del drying gas e dello sheat gas. In particolare: 
 il valore di riferimento del fragmentor, impostato al valore di 175 V, è troppo 
elevato per molecole piccole: i picchi registrati negli spettri di massa 
riconducibili agli amminoacidi erano decisamente troppo poco intensi. 
Abbassandolo è stato possibile ottenere intensità soddisfacenti, fino ad un 
massimo in corrispondenza di 50 V; 
 sono state effettuate prove anche sul valore del capillary voltage testando i 
valori di 3.5, 4 e 4.5 KV individuando nel valore intermedio quello ottimale; 
 per l’ottimizzazione dei flussi e delle T dei gas, sono stati confrontati i risultati 
ottenuti con i valori correntemente usati in laboratorio per altre applicazioni 
[74] con quelli proposti nel riferimento [60]. Tali fattori (drying gas: temperatura 
e flusso; pressione del nebulizer gas; sheat gas: temperatura e flusso) sono 
fondamentali e la loro influenza sulla ionizzazione è dettata dal fatto che 
regolano i parametri relativi all’azoto coinvolto nella formazione dello spray in 
uscita dall’ago. Sono dunque correlati al tipo di eluente utilizzato più che agli 
analiti. Gli eluenti utilizzati sono acqua e acetonitrile, i più diffusi per la 
cromatografia liquida, quindi, anche se la separazione cromatografica 
ottimizzata non era di tipo convenzionale, sono stati testati i valori: drying gas: 
temperatura 350 °C e flusso 10L/min; pressione del nebulizer gas: 35 psig; sheat 
gas: temperatura 375 °C e flusso 11 L/min. 
Sono stati poi confrontati con quelli ottimizzati da Samy e co. [60] per la 
determinazione LC-MS degli amminoacidi. La strumentazione da loro impiegata 
era la stessa a disposizione nel nostro laboratorio e i parametri utilizzati erano: 
drying gas: temperatura 300 °C e flusso 6 L/min; pressione del nebulizer gas: 60 
psig; sheat gas: temperatura 310 °C e flusso 7 L/min gas; capillary voltage: 2,4 
kV; fragmentor: 100 V; skimmer: 65 V.  
Queste condizioni di ionizzazione sfruttano minori temperature e minori 
pressioni dei gas ausiliari rispetto a quelli da noi normalmente utilizzati e si può 
prevedere che l’evaporazione del solvente sia in qualche modo ridotta, ma 
l’applicazione di un voltaggio superiore di quello da noi utilizzato al capillare e al 
fragmentor va a compensare la minore evaporazione del solvente. L’intensità 
degli ioni ottenuti per gli analiti non presenta miglioramenti rispetto a quella 
ottenuta con le condizioni presentate in precedenza e per questo è stato scelto 
di non cambiare ulteriormente i parametri. In tutti i casi, per ciascun analita si è 
ottenuto [M+H]+. 
 La letteratura ha fornito supporti decisamente utili per quanto riguarda le 
condizioni da adottare per i potenziali della camera di collisione [55, 59, 75]. 
Sono state testate energie di collisione pari a 10, 15 e 20 V scegliendo il valore 
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intermedio come quello ottimale. Il primo risultava infatti troppo blando 
lasciando quasi intatto lo ione [M+H]+ e formando di conseguenza pochissimi 
frammenti; il valore più alto causava una frammentazione molto estesa del 
precursor ion e in più induceva netta perdita di intensità nei product ions 
rispetto al valore di collision energy intermedio. 
3.2. Ottimizzazione della separazione cromatografica 
L’ottimizzazione della separazione cromatografica prevedeva sia l’ottimizzazione del 
gradiente che la scelta di un opportuno modificatore di fase cercando di individuarne 
anche la concentrazione migliore.  
Per ottimizzare le condizioni di eluizione si è agito su: 
 scelta del gradiente; 
 scelta dei modificatori di fase. 
I parametri di interesse sono: 
 risoluzione e forma del picco; 
 intensità del segnale. 
3.2.1. Scelta del modificatore di fase 
In Tabella 3.1 si riporta una rappresentazione schematica dei risultati di seguito 
discussi. 
La ionizzazione in ESI-MS soffre spesso di effetti di soppressione ionica, effetti che 
possono essere accentuati dalla presenza del modificatore di fase. Per questo è stata 
fatta una prova con gli eluenti puri, ma il risultato ottenuto non è soddisfacente a 
causa di forme di picco tutt’altro che gaussiane. 
È stata allora effettuata una prova aggiungendo acido formico, il modificatore di fase 
più diffuso in LC – MS, sia nella fase acquosa che in acetonitrile. Gli analiti erano 
sufficientemente risolti fra loro, ma con forme di picco molto slargate. 
I picchi cromatografici della prolina e della treonina presentano fronting, segno di 
possibile overload, probabilmente dovuto alla bassa forza ionica dell’eluente (Figura 
3.1) [15]. L’acido formico, infatti, tende a dissociarsi meno in presenza di elevate 
percentuali di solvente organico. Viceversa, nella parte finale del cromatogramma la 
percentuale di acetonitrile dell’eluente è sufficientemente bassa da poter assumere 
che influenzi meno la dissociazione dell’acido formico. Questa andrà ad influire sul 
contributo della ritenzione ionica alla ritenzione totale, cioè al contributo alla 
ritenzione dato dalle interazioni che il soluto può dare con la fase stazionaria 
ionizzata. L’aumento della concentrazione idrogenionica comportato dalla presenza 
dell’acido formico può andare a ridurre la ionizzazione dei silanoli2 e andare quindi a 
ridurre la ritenzione dei composti basici [15, 67]. A tal proposito è interessante 
notare la riduzione dei tempi di ritenzione di arginina e lisina (da 17 minuti con gli 
eluenti puri a 14 minuti con gli eluenti con acido formico). 
                                                          
2
  La pka dei silanoli in acqua è circa 7, ma è sconosciuto come questo valore possa variare in presenza di solvente organico. 
Trattandosi di un acido debole è probabile che la loro pka diminuisca. È anche probabile che si possa considerare il valore di pKa in 
acqua, data la presenza dello strato acquoso adeso alla fasse stazionaria. 
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Sono state effettuate delle prove sia con acetato d’ammonio che con formiato 
d’ammonio provando concentrazioni pari a 5 mM e a 10 mM nella fase acquosa, 
sortendo per entrambi i sali lo stesso effetto per le concentrazioni più alte: eccessiva 
soppressione ionica del segnale. In particolare triptofano e tirosina risentono della 
soppressione ionica già a concentrazioni basse di modificatori di fase.  
L’aggiunta del formiato d’ammonio comporta un incremento di tutti i tempi di 
ritenzione. Il solo tampone in soluzione acquosa con elevate percentuali di 
acetonitrile dovrebbe innalzare il pH della soluzione a valori prossimi alla neutralità 
(una soluzione di formiato d’ammonio 85 % in acetonitrile ha un pH di circa 6.3); 
questo porterebbe ad un aumento della ionizzazione dei silanoli e ad un aumento 
del contributo della ritenzione ionica incrementando di conseguenza la ritenzione 
degli analiti,soprattutto di quelli basici. 
Basandoci sull’ottimizzazione dell’intensità dei picchi cromatografici, è stato scelto di 
optare per l’acetato d’ammonio.  
In letteratura non è inconsueto trovare esempi di separazioni HILIC che sfruttino più 
tipi di modificatori di fase per aggiustare il pH delle soluzioni tampone usate come 
eluenti al valore desiderato [61, 76]. Sono disponibili degli studi di pH in questo tipo 
di condizioni cromatografiche, ma prevedono delle correzioni dei valori di pH che è 
possibile misurare per la fase acquosa con dei parametri termodinamici [77].  
Il tipo di eluizione adottata, però, prevede un gradiente cromatografico: le variazioni 
continue della percentuale relativa dei solventi, comportano un’altrettanto continua 
variazione della concentrazione dei modificatori di fase e della loro capacità di 
ionizzarsi. Per tale ragione, piuttosto che aggiustare il pH della fase acquosa ad un 
certo valore è stato ritenuto più opportuno aggiungere il secondo modificatore di 
fase, l’acido formico solo all’acetonitrile [61]. In questo modo, pur non conoscendo il 
valore esatto del pH dell’eluente, è stato possibile comunque andare ad influenzare 
gli effetti della ritenzione ionica e della repulsione elettrostatica: gli analiti basici 
lisina e arginina subiscono una riduzione dei tempi di ritenzione, mentre è possibile 
riuscire a rivelare entrambi gli amminoacidi acidi, acido aspartico e glutammico. 
Nel tentativo di differenziare maggiormente la concentrazione di modificatori di fase 
durante il gradiente cromatografico, all’acqua con acetato d’ammonio è stato 
mescolato dell’acetonitrile senza alcun modificatore di fase in proporzione 80:20. Le 
diverse prove effettuate hanno consentito di individuare gli eluenti migliori in A: 80% 
H2O 5 mM in CH3COONH4 e 20% ACN
3 e B: ACN 0.02% HCOOH. 
Il gradiente selezionato prevede dunque un incremento graduale della forza ionica 
della soluzione per effetto dell’incremento costante della percentuale d’acqua; 
l’acido formico aggiunto all’acetonitrile garantisce però fin dall’inizio della 
separazione una certa concentrazione di ioni in soluzione e, a percentuali maggiori di 
acqua, contribuisce a ridurre il pH della soluzione, riducendo il grado di ionizzazione 
dei silanoli della fase stazionaria e con essa il contributo della ritenzione ionica. 
 
                                                          
3 Inoltre l’aggiunta del solvente organico alla fase acquosa previene la formazione di microorganismi, altrimenti favorita in presenza 
di sali quali acetato o formiato d’ammonio, permettendo la conservazione dell’eluente anche per periodi lunghi di tempo.  
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Tabella 3.1 Rappresentazione schematica dei risultati ottenuti con i vari modificatori di fase per gli 
amminoacidi in esame (tempi di ritenzione in minuti). Per ciascun amminoacido sono tabulati anche 
il punto isoelettrico e la massa monoisotopica dello ione [M+H]
+
. I dati riportati sono riferiti ai 
cromatogrammi registrati per l’acetato d’ammonio e formiato d’ammonio 5 mM, un incremento di 
concentrazione fino a 10 mM non comporta variazioni sui tempi di ritenzione o sull’ordine di 
eluizione, ma solo sull’efficienza di ionizzazione (i + e i – si riferiscono all’intensità del picco 
cromatografico). 
 Modificatori di fase 
Amminoacido pI 
[M+H]
+
 
(m/z) 
/ 
Acido 
formico in 
H2O 
Formiato 
di 
ammonio 
Acetato di 
ammonio 
Acetato di 
ammonio e 
acido 
formico 
tR  tR  tR  tR  tR  
Isoleucina/ 
leucina 
6.05/ 
6.01 
132.10 4.1 - 4.6 + 11.5 + 12.9 + 11.5 + 
Fenilalanina 5.49 166.09 4.65 + 5.2 ++ 11.4 + 11.7 + 11.3 ++ 
Tirosina 5.64 182.08 4.64 - 5.2 + 11.4 + 11.7 ++ 11.3 + 
Metionina 5.74 150.06 5.07 - 5.6 + 11.8 + 12.1 + 11.7 ++ 
Treonina 5.6 120.07 11 + 
7.4/ 
10.4 
- 12.9 + / / 12.3 -- 
Prolina 6.3 116.07 11.6 + 
7.7/ 
10.9 
- 12.3 ++ 12.6 + 12.1 ++ 
Idrossiprolina  132.06 11.7 ++ 11.5 ++ 12.5 ++ 11.9 + 12.3 ++ 
Valina 6.0 118.09 13.2 - 5.1 + 11.9 + 12.3 + 11.8 + 
Cistina 5.02 241.03 14.08 - 14 - 15.5 - 12.6 - 14.3 ++ 
Arginina 10.76 175.12 16.88 + 13.7 + 17.1 + 20.3 + 14.5 + 
Lisina 9.6 147.11 17.1 + 
14.0
1 
+ 17.2 - 20.8 + 14.7 + 
Triptofano 5.89 205.10 / / 4.6 ++ 11.3 - 11.6 + 11.4 + 
Alanina 6.11 90.05 / / 5.9 - / / 12.7 - 12.3 + 
Glicina 6.06 76.04 / / 6.5 - / / 13.1 - 12.1 + 
Ac.  
Aspartico 
2.85 134.04 / / / / / / 11.4 + 12.1 + 
Ac. 
Glutammico 
3.15 148.06 / / / / / / / / 11.7 + 
 
3.2.2. Ottimizzazione del gradiente cromatografico. 
Per ottimizzare le condizioni di eluizione è stato scelto di partire da condizioni 
isocratiche, ma queste, indipendentemente dal tipo e dalla concentrazione dei 
modificatori di fase impiegati, davano una risoluzione pessima fra gli analiti 
portandoli ad eluire in prossimità del tempo morto. 
La prima prova di gradiente è stata effettuata utilizzando ACN e acqua con acido 
formico allo 0.02 % come modificatore di fase termostatando la colonna a 25 °C. 
Dopo 5 minuti di condizionamento iniziale al 95 % di ACN, la quantità di solvente 
organico è stata portata al 20 % in 25 min. 
La seconda prova prevedeva un gradiente più lento: nello stesso lasso di tempo la 
quantità di ACN scendeva dal 95 % al 59 %. Il cromatogramma registrato con questo 
metodo è riportato in Figura 3.1. 
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Figura 3.1 Cromatogramma registrato mediante HPLC-ESI-Q ToF per uno standard di amminoacidi da 2 
ppm. Eluenti: H2O e ACN entrambi allo 0.2 % AF. 
 
Con l’acido formico come modificatore di fase e un gradiente lento, gli analiti si 
dividono in tre gruppi di eluizione. Il primo gruppo, composto da triptofano, 
isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, valina e metionina, eluisce nei primi 5 
minuti in corrispondenza di un elevato contenuto di solvente organico. Prolina e 
idrossiprolina eluiscono a tempi di ritenzione intermedi, mentre per riuscire ad 
eluire gli amminoacidi basici, arginina e lisina, è necessario un maggiore contenuto di 
acqua. 
Il passaggio dall’acido formico al formiato d’ammonio come modificatore di fase ha 
influenzato molto la separazione cromatografica. Il cambio di modificatore di fase è 
stato effettuato contestualmente ad un cambio di gradiente atto ad aumentare la 
quantità d’acqua nell’eluente fin dall’inizio della separazione, portando l’acetonitrile 
dal 95 al 20 % in 20 min. A differenza di quanto fatto fin ora, il modificatore di fase è 
stato posto solamente nell’acqua e la decisione di tornare a scendere fino al 20 % di 
solvente organico è stata dettata dal fatto che gli analiti basici davano luogo a picchi 
piuttosto slargati che necessitavano di maggiori quantità d’acqua per essere eluiti ed 
in previsione dell’applicazione di questo metodo a matrici complesse che avrebbero 
potuto introdurre nel sistema cromatografico degli inquinanti altrimenti difficili da 
rimuovere (Figura 3.2). 
 
Figura 3.2 Cromatogramma registrato mediante HPLC-ESI-Q ToF per uno standard di amminoacidi da 2 
ppm. Eluenti A: H2O 10 mM Formiato d’ammonio; B: ACN. Gradiente: 0-5 min 95 % B; 5-20 min dal 95 al 20 
% di B. 
 
I successivi tentativi sono stati volti a cercare di migliorare la forma di alcuni picchi 
cromatografici che risultavano particolarmente scodati. Modifiche di gradiente non 
sembravano influenzare in maniera particolare la ritenzione degli analiti, così è stato 
deciso di provare a cambiare il modificatore di fase passando all’acetato d’ammonio.  
Le prime prove di separazione sono state condotte termostatando la colonna a 25 
°C, ma portando la temperatura a 40 °C è stato possibile migliorare la separazione 
cromatografica: l’incremento della temperatura della colonna contribuisce a ridurre 
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la forza delle interazioni dipolari che rientrano fra i meccanismi della separazione 
HILIC, riducendo la ritenzione di alcuni composti [15]. Nel caso in esame l’aumento 
della temperatura ha contribuito molto a migliorare la forma dei picchi e in parte ha 
contribuito anche alla separazione cromatografica.  
L’ultima modifica apportata al gradiente è stata accompagnata dalla scelta definitiva 
degli eluenti (A: 80 % H2O 5 mM in CH3COONH4 e 20 % ACN; B: ACN 0.02 % HCOOH). 
Il gradiente scelto fa sì da mantenere per 5 min una percentuale complessiva di ACN 
del 95% e scendere in 15 min fino al 20%. La corsa cromatografica, includendo anche 
il ritorno alle condizioni iniziali e il ricondizionamento della colonna, dura nel 
complesso 32 min.  
Gli amminoacidi risultano eluire gradualmente secondo un ordine che segue grosso 
modo il loro punto isoelettrico (Tabella 2.1). 
In Figura 3.3 si riportano gli Extract Ion Chromatograms degli amminoacidi rivelati 
nel cromatogramma di uno standard da circa 2 ppm. 
Tabella 3.2 Ordine di eluizione e punti isoelettrici degli amminoacidi per il gradiente cromatografico 
selezionato. 
AA pI tr 
Fenilalanina 5.49 11.3 
Tirosina 5.64 11.3 
Triptofano 5.89 11.4 
ile/leu 4.1 11.5 
Metionina 5.74 11.7 
Valina 6 11.8 
Prolina 6.3 12.1 
Glicina 6.06 12.1 
Treonina 5.6 12.3 
Idrossiprolina  - 12.3 
Alanina 6.11 12.3 
Ac. Glutammico 3.15 12.9 
Ac. Aspartico 2.85 13.9 
Cistina 5.02 14.3 
Arginina 10.76 14.4 
Lisina 9.6 14.7 
 
 
  
 
 
33 
 
 
Figura 3.3 EIC degli amminoacidi rivelati in uno standard da circa 2 ppm registrato mediante HPLC-
ESI-Q-ToF. Dall’alto: fenilalanina, tirosina, triptofano, leucina/isoleucina, metionina, acido 
glutammico, valina, prolina, glicina, acido aspartico, idrossiprolina, glicina, cistina, arginina, lisina. 
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3.3. Conclusioni 
L’ottimizzazione della separazione cromatografica ha consentito di individuare le 
condizioni strumentali più appropriate per l’analisi degli amminoacidi su una colonna 
HILIC in HPLC-ESI-Q-ToF. 
Le condizioni di ionizzazione selezionate sono riportate in Tabella 3.3. Gli spettri di 
massa sono stati acquisiti nel range 50-500 m/z, mentre quelli in massa tandem nel 
range 50-300 m/z. Il metodo individuato era necessario per una determinazione 
quantitativa degli amminoacidi, e in tal proposito è stato scelto di usare per la 
quantitativa il solo ione [M+H]+ usando lo spettro di massa tandem solamente per la 
conferma qualitativa dell’analita. 
Tabella 3.3 condizioni di ionizzazione selezionate per la sorgente ESI. 
Condizioni sorgente ESI 
polarità + 
drying gas: 350 °C 10 L/min 
capillary voltage 4.5 KV 
nebulizer gas 35 psig 
sheat gas 375 °C 11 L/min 
fragmentor 50V 
Condizioni camera di ionizazione 
Collision Energy 15 V 
 
Gli eluenti selezionati sono: 
 A: 80% H2O 5 mM in CH3COONH4 e 20% ACN;  
 B: ACN 0.02% HCOOH. 
Le concentrazioni del tampone impiegate sono un compromesso fra efficienza di 
ionizzazione e bontà della separazione cromatografica. Alcuni analiti, tirosina e 
triptofano, soffrono di soppressione ionica, ma è stato necessario sacrificare parte della 
sensibilità su questi analiti per poter raggiungere un risultato complessivamente 
ottimale. 
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Tabella 3.4 Gradiente finale per l'eluizione in HPLC-ESI-Q-ToF. Eluenti: A - 80% H2O 5 mM in acetato 
d’ammonio e 20 % ACN; B - ACN allo 0.02% di acido formico. 
Tempo 
A B 
0 6.2 93.8 
5 6.2 93.8 
20 100 0 
22 6.2 93.8 
32 6.2 93.8 
 
La colonna è stata termostatata a 40 °C consentendo di ridurre la ritenzione degli analiti 
andando a ridurre la forza delle interazioni dipolari che rientrano fra i meccanismi della 
separazione HILIC.  
Gli amminoacidi con questo metodo eluiscono in un range di tempi da 11 min a 14.5 
min. Gli amminoacidi basici eluiscono in coda al cromatogramma e presentano forme di 
picco più larghe. La maggiore ritenzione e le forme di picco poco gaussiane lasciano 
intuire interazioni più forti con la fase stazionaria rispetto a quelle instaurate dagli altri 
amminoacidi. 
I modificatori di fase modificano le proprietà della fase stazionaria [77] e dimostrano 
una forte influenza sulla ritenzione degli amminoacidi: Trp, Ile/Leu, Phe, Tyr, Val e Met 
vedono aumentare fortemente i loro tempi di ritenzione nel passare da eluenti con 
acido formico ad eluenti contenenti formiato d’ammonio o acetato d’ammonio (da 
Figura 3.1 a Figura 3.3), passando da tempi di ritenzione massimi di 5 minuti (percentuali 
elevate di ACN) a tempi di ritenzione minimi di 11 minuti (percentuali minori di solvente 
organico). Effetti simili sulla ritenzione sono particolarmente accentuati per colonne con 
fase stazionaria in silice non modificata per via del contributo della ritenzione ionica, 
cioè del contributo dell’interazione fra i silanoli ionizzati e gli analiti alla ritenzione totale 
[15, 67]. 
L’ottimizzazione aveva come scopo quella di raggiungere la migliore separazione 
possibile fra gli amminoacidi presenti nello standard, ma soprattutto era volta a 
migliorare la determinazione di quegli amminoacidi, quali cistina, cisteina, metionina, 
triptofano, tirosina, acido glutammico e aspartico che sono particolarmente importanti 
per descrivere lo stato di degrado della fibra di lana. Di questi non è stato possibile 
determinare la cisteina, amminoacido di fondamentale importanza per la struttura 
cheratinica, ma, potendo rivelare gli altri amminoacidi, questo non si configura come un 
limite per l’applicabilità della procedura.  
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4. Analisi della frazione proteica mediante HPLC-
ESI-MS 
 
 
 
Nel capitolo seguente sono riportati i risultati ottenuti applicando il metodo ottimizzato 
riportato nel capitolo 4 al set di filati di riferimento.  
Il metodo scelto è stato testato su un idrolizzato della lana lavata evidenziando subito, 
per quanto piccola potesse essere la porzione di filo sottoposta ad idrolisi (1 - 2 mg), la 
necessità di diluire il campione. La proporzione migliore si è rivelata 1:5.  
I confronti fra i campioni sono stati effettuati sulla base del profilo amminoacidico 
percentuale, calcolato riportando a 100 la somma delle concentrazioni dei singoli 
amminoacidi espresse come µg di amminoacido su g di filo sottoposto ad idrolisi. Le 
concentrazioni sono state calcolate costruendo delle rette di taratura con degli 
opportuni standard in acqua e acetonitrile (3/7); queste sono state confrontate con le 
rette costruite tramite metodo delle aggiunte standard impiegando come matrice 
l’idrolizzato di Lana Campolmi invecchiata per 24h.  
Affinchè il dato analitico sia di più rapida lettura, è necessario trovare delle vie 
alternative all’analisi visuale delle tabelle o di istogrammi, per tale ragione è stato deciso 
di ricorrere al Keratin Oxidizing Factor e alla PCA per poter interpretare meglio i dati 
raccolti e per avere una visione d’insieme degli stessi. 
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4.1. Valutazione dell’effetto matrice tramite metodo delle aggiunte standard 
In LC-MS con sorgente di ionizzazione di tipo ESI l’effetto matrice è definito come le 
influenze che l’ambiente in cui avviene la ionizzazione (quindi composti della matrice 
eventualmente non risolti dall’analita) possono avere sulla formazione dello ione [M+H]+ 
dell’analita [78]. Per questo motivo è stato sufficiente effettuare l’aggiunta solo dopo 
l’idrolisi del filato. 
È stato deciso di aggiungere opportune aliquote di standard di amminoacidi ad una 
soluzione ottenuta diluendo 1:5 l’idrolizzato della Lana Campolmi invecchiata 24 ore. I 
valori ottenuti per i parametri delle rette calcolate con il metodo dei minimi quadrati 
sono riportati in Tabella 4.1. 
Con i valori ottenuti è stato possibile eseguire un test statistico per il confronto fra le 
rette calcolate con il metodo delle aggiunte standard e quelle determinate usando uno 
standard in acqua e acetonitrile (3/7). È stato prima eseguito un F test a due code sulle 
deviazioni standard delle pendenze per capire se i due dati fossero confrontabili o meno: 
le pendenze delle rette riferite a triptofano, tirosina, glicina, cistina e arginina non sono 
risultate confrontabili. Per gli altri amminoacidi è stata calcolata la deviazione standard 
pooled e effettuato un t test. Da questo test statistico, è risultato che per tutti gli 
amminoacidi le pendenze delle due rette sono significativamente diverse ed è dunque 
possibile affermare che tutti risentono di effetto matrice. I risultati dei test sono riportati 
in Tabella 4.2. 
È necessario specificare che tutti i campioni sono stati quantificati usando le rette 
ottenute per gli standard in acqua e acetonitrile, e non quelle con le aggiunte standard. I 
dati ottenuti sono comunque affidabili perché i confronti effettuati riguardano in tutti i 
casi esaminati amminoacidi idrolizzati da filati in lana: a fronte di una stessa matrice di 
partenza, è possibile assumere che le interferenze subite in fase di ionizzazione per gli 
analiti siano le stesse per tutti i campioni e per questo è stato deciso di trascurare 
l’effetto matrice. 
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Tabella 4.1 Amminoacidi quantificati in ordine di tempo di ritenzione. Per ciascuno si riporta l’equazione 
della retta ottenuta con il metodo delle aggiunte standard, si riportano anche il coefficiente di 
correlazione di Pearson e la deviazione standard associata alla pendenza e all’intercetta. Le rette di 
taratura sono state determinate con il metodo dei minimi quadrati (y = mx + b). 
 m (A/C) b (A/C) R
2
 (A/C) σm (A/C) σb (A/C) 
Trp 4747 747 0.9124 849 2648 
Phe 324039 800259 0.9939 14617 90025 
Tyr 18568 29467 0.95451 2340 15807 
Ile/leu 980559 3648556 0.9928 48209 235774 
Met 167382 -15344 0.9929 8195 45590 
Val 355156 1266451 0.9984 8088 35327 
Pro 582423 8544676 0.9767 51984 1115711 
Ala 14576 94251 0.9843 1063 3532 
Gly 12110 74964 0.9815 958 2683 
Glu 39650 465094 0.9848 2846 15615 
Asp 25178 141157 0.9962 899 4465 
Cistina 27456 109778 0.9983 658 3718 
Arg 1322338 7797254 0.9967 46110 299480 
Lys 137302 191207 0.9877 8833 48145 
 
Tabella 4.2 Test statistici effettuati sulle pendenze delle rette. Sia l’F test che il t test sono riferiti ad un 
livello di significatività del 95%. 
 
F4/4=9.605 (P=0.05)  
t tab=2.36 (P=0.05) 
Fcalc Confrontabili Spooled t test effetto matrice 
Trp 49.73 - - - 
si 
Phe 2.95 + 20551 31.16 
Tyr 13.30 - - - 
Ile/leu 1.02 + 47949 29.50 
Met 3.35 + 12087 36.05 
Val 8.06 + 17218 27.77 
Pro 6.64 + 101628 2.48 
Ala 3.03 + 1511 23.00 
Gly 16.43 - - - 
Glu 3.66 + 4346 13.51 
Asp 1.36 + 977 16.51 
Cistina 57.42 - - - 
Arg 61.72 - - - 
Lys 6.74 + 17373 17.85 
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4.2. Analisi degli idrolizzati dei filati di riferimento con il metodo ottimizzato 
In Tabella 4.3 si riporta il profilo amminoacidico percentuale quantificato grazie alle rette 
di taratura calcolate per i 15 amminoacidi rivelati che si è dimostrato essere concorde 
con quanto riportato in letteratura [16, 19]. È stato effettuato un confronto più 
qualitativo che quantitativo del profilo di composizione senza cercare confronti statistici 
perché, come tutti i campioni di origine naturale, anche la lana può essere affetto da 
variazioni composizionali anche significative a seconda della specie animale di 
provenienza e anche dall’alimentazione dell’animale stesso, nonché dalle modifiche cui il 
filato è andato incontro in fase di produzione prima che giungesse all’utilizzatore ultimo. 
Tabella 4.3 Profilo amminoacidico percentuale dei filati di riferimento non sottoposti ad alcuna 
mordenzatura: lana non tinta, lana tinta con noce di galla, acido gallico e noce. 
AA          % Lana Lavata Lana Al Lana Fe Galla 
Acido 
Gallico 
Noce 
Trp 2.8 2.1 3.9 2.4 0.0 1.3 
Phe 4.8 4.7 5.0 4.7 4.2 4.3 
leu/ile 6.5 6.8 6.0 6.9 7.2 7.2 
Tyr 3.8 3.4 3.9 3.6 3.3 3.0 
Val 6.8 6.2 7.0 7.5 7.3 7.2 
Ala 7.7 8.3 7.5 7.7 7.3 7.2 
Pro 10.6 12.2 10.0 11.9 11.7 11.6 
Met 2.3 1.8 2.4 1.9 1.4 1.3 
Gly 7.0 7.0 7.3 7.2 7.1 6.3 
Cistine 8.8 9.2 8.4 9.4 9.5 9.2 
Arg 13.0 12.3 13.2 13.6 14.0 11.6 
Lys 4.4 4.1 5.0 4.2 3.5 3.4 
Asp 3.7 2.3 2.1 2.7 3.2 4.1 
Glu 17.8 19.6 18.4 16.3 20.4 22.3 
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Si riporta a scopo d’esempio in Tabella 4.4 la percentuale relativa degli amminoacidi più 
soggetti a degradazione per alcuni filati.  
Si può notare come, per i filati non sottoposti a tintura, la percentuale di triptofano, 
tirosina, metionina, cistina, arginina e lisina si riduce col procedere dell’invecchiamento, 
ma non subisce particolari alterazioni per effetto della mordenzatura. È sufficiente 
sottoporre il filato alla tintura per notare una riduzione della quantità di amminoacidi 
solforati nel passare dal filato non mordenzato al filato mordenzato con ferro. 
Tuttavia, confrontando i risultati ottenuti per i filati tinti e mordenzati, non è possibile 
individuare un andamento univoco a seconda del colorante e a seconda del sale usato 
come mordente. Per esempio, è possibile notare come per i filati tinti con la noce di galla 
la concentrazione relativa degli amminoacidi studiati diminuisca per i filati mordenzati, 
mentre per l’acido gallico questo andamento risulti meno netto.  
Dei filati invecchiati non mordenzati, quello tinto con la noce è quello che perde la 
quantità maggiore di amminoacidi, subito seguita da quello tinto con la galla.  
Tabella 4.4 Profilo amminoacidico percentuale calcolato riportando a cento le concentrazioni espresse 
come µg di amminoacido per g di filo idrolizzato. 
Filati 
AA composizione % 
Trp Tyr Met Cistina Arg Lys 
Lana Lavata 2.8 3.8 2.3 8.8 13.0 4.4 
Lana Fe 3.9 3.9 2.4 8.4 13.2 5.0 
Lana Lavata INV 0.0 3.6 2.0 6.2 14.9 4.1 
Lana Fe INV 1.2 3.1 1.2 6.3 11.7 3.1 
Lavata Fe 80% 1.3 2.6 1.1 6.9 11.9 3.1 
Galla 2.4 3.6 1.9 9.4 13.6 4.2 
GallaFe 0.0 4.0 0.8 7.5 8.4 2.6 
AcidoGallico 0.0 3.3 1.4 9.5 14.0 3.5 
AcGall Fe 0.6 3.5 0.9 8.5 10.4 2.7 
Noce 1.3 3.0 1.3 9.2 11.6 3.4 
Noce Fe 0.4 3.5 0.7 8.1 8.9 2.5 
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Fra i filati presi in considerazione il set della Lana Campolmi sottoposta ad 
invecchiamento progressivo di 24 h, 48 h, 1 sett, 2 sett e 3 sett fornisce sicuramente uno 
strumento particolarmente utile per seguire l’invecchiamento della fibra proteica (Figura 
4.1). 
È stato possibile notare come la concentrazione, sia assoluta che relativa, alcuni 
amminoacidi, triptofano, fenilalanina, metionina, arginina e lisina, decresca rapidamente 
nel passare dal primo stadio di invecchiamento agli altri, mantenendosi poi più o meno 
costante. 
Alanina, valina, prolina, leucina e isoleucina sembrano oscillare nel tempo attorno ad un 
valore costante, senza diminuire significativamente.  
La tirosina diminuisce sensibilmente solo nei filati sottoposti ad invecchiamenti 
prolungati, mantenendosi su valori piuttosto simili per i primi due stadi 
d’invecchiamento. Il triptofano subisce invece un invecchiamento talmente violento da 
non essere più rivelabile nei due filati più invecchiati, caratteristica che è stata più volte 
riscontrata anche in molti dei filati di riferimento tinti, mordenzati e non mordenzati. 
Per la cistina si nota un interessante decremento che procede parallelamente 
all’aumentare del tempo di invecchiamento secondo quella che sembra una cinetica del 
primo ordine (Figura 4.2), dimostrando il procedere del degrado del filato: la sua 
riduzione è accompagnata dalla perdita delle caratteristiche meccaniche della fibra in 
lana causandone il degrado strutturale. 
Il procedere dell’invecchiamento induce inoltre un incremento progressivo degli 
amminoacidi acidi, acido glutammico e aspartico, che è possibile osservare anche nel 
caso dei filati tinti. 
 
 
Figura 4.1 Concentrazione degli amminoacidi (ug/g di filato) nei filati della Lana Campolmi sottoposta ad 
invecchiamento differenziale. 
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Figura 4.2 Riduzione della concentrazione della cistina espressa come ug/g di filato vs. giorni di 
invecchiamento accelerato nella Lana Campolmi. 
 
5.1. Keratin Oxidizing Factor (KOF) 
Il vantaggio dell’utilizzo del KOF sta nel fatto che condensa in un unico valore numerico 
tutta l’informazione derivante dagli amminoacidi più labili e quella dei loro prodotti di 
degrado. Il suo utilizzo è stato suggerito in letteratura [16, 19] ma, nel nostro caso, è 
stato utilizzato con delle piccole modifiche. In letteratura viene calcolato come rapporto 
tra gli amminoacidi basici e quelli acidi: 
    
                                    
                                
 
Nel nostro caso però, non è stato possibile quantificare l’acido cisteico perché non era 
fra i componenti dello standard. Anche l’istidina non era fra gli amminoacidi sottoposti a 
quantificazione ed è stata perciò tralasciata, mentre sono stati aggiunti la cistina e il 
triptofano. Quindi è stato deciso di privilegiare l’informazione derivante dal complesso 
degli amminoacidi labili rispetto a quelli che invece aumentano col procedere 
dell’ossidazione, cioè quelli acidi.  
Il KOF* considerato è stato dunque calcolato come:  
     
                                             
                  
 
ed è stato graficato rispetto alla cistina.  
Data la definizione del KOF* è possibile intuire che il procedere dell’invecchiamento 
porterà verso valori di ordinate più piccole, mentre, per i campioni non invecchiati, sono 
attesi valori maggiori di ordinate. Il grafico a dispersione ottenuto è riportato in Figura 
4.3. Come atteso, il gruppo di filati che si posiziona in alto a destra nel grafico è 
composto da filati non invecchiati non tinti; mentre più spostati verso l’origine possiamo 
ritrovare la maggior parte dei filati invecchiati. I filati non invecchiati che si trovano nel 
gruppo di questi ultimi sono tutti filati tinti, a dimostrazione che le procedure di tintura 
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avviano il processo di degrado. Il set della Lana Campolmi delinea un andamento quasi 
lineare col procedere dell’invecchiamento ad eccezione del campione invecchiato per 48 
ore con un KOF* di 0.56 (per la invecchiata 24 ore KOF* = 1.5, per quella invecchiata una 
settimana KOF* = 0.9), valore anomalo a causa di una straordinaria quantità di acido 
glutammico e ridottissima quantità di metionina e lisina. Tale campione può essere 
considerato un outlier. 
Il campione di noce invecchiata che si colloca a valori di KOF* e percentuali di citina 
maggiori di quelli dei freschi è quasi sicuramente un outlier, dati i valori anomali di tutti 
gli amminoacidi considerati per costruire il modello.  
Anche in questo caso, analogamente a quanto visto per la frazione lipidica nel paragrafo 
3.4, i filati mordenzati col ferro assumono comportamento analogo a quello dei filati 
invecchiati. Rappresenta un’eccezione il filato non tinto mordenzato con ferro, che 
potrebbe trovarsi a valori così elevati di KOF perché, come già evidenziato nel Paragrafo 
4.2, la sola mordenzatura in assenza di coloranti sembra non indurre modifiche 
sostanziali nella composizione amminoacidica. 
 
 
Figura 4.3 KOF vs. Cistina, calcolato sulla base delle frazioni molari degli amminoacidi dei filati di 
riferimento. In blu sono riportati tutti i riferimenti non sottoposti ad invecchiamento artificiale, in rosso 
tutti quelli invecchiati e in verde si riporta il set della lana campolmi. La mordenzatura con ferro è stata 
sottolineata sovrapponendo una crocetta ai valori corrispondenti. Con la forma degli indicatori sono stati 
differenziati i filati in base alla tintura. 
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5.2. Principal Component Analysis (PCA) 
Anche in questo caso si è fatto ricorso alla PCA con l’ausilio di XLStat 2010, calcolando le 
componenti principali sulla base della matrice di correlazione. 
Lo score plot ottenuto (Figura 4.4) vede i filati non invecchiati disporsi lungo i valori 
negativi della PC2, mentre, quelli invecchiati spostati su valori positivi. I filati tinti 
mordenzati con ferro si dispongino invece secondo i valori positivi della prima 
componente principale insieme a quelli caratterizzati da un invecchiamento maggiore 
(Lana Campolmi 1,2 e 3 settimane). Anche con l’analisi delle componenti principali si 
evidenzia un comportamento anomalo per in campione invecchiato tinto con la noce 
non mordenzato che si viene a trovare fra i filati non invecchiati a valori negativi della 
prima e seconda componente principale. 
Dall’osservazione del grafico dei loadings (Figura 4.5) è possibile notare come la 
direzione positiva della prima componente principale segua l’incremento dei valori di 
acido glutammico e acido aspartico, individuando un possibile percorso di ossidazione 
per i filati mordenzati con il solfato di ferro. Elevate quantità di cisteina, tirosina, 
triptofano, metionina e lisina hanno un peso maggiore per i valori negativi delle due 
componenti principali caratterizzando quindi i filati non invecchiati. 
Dai loading sembrerebbe che l’isoleucina e la leucina diano una informazione 
importante per quanto riguarda i valori positivi della seconda PC, ma, dall’osservazione 
della matrice dei dati, è possibile osservare che la percentuale relativa di questi due 
amminoacidi resta sempre costante nel tempo attestandosi su valori compresi fra il 6 e il 
7 % non dando di fatto nessuna informazione riguardo l’ivecchiamento. 
Il loading plot costruito sulle composizioni amminoacidiche percentuali dei filati freschi e 
invecchiati della lana lavata, lana tinta con noce di galla, con acido gallico e betulla più il 
set della lana Campolmi consente di visualizzare immediatamente quegli amminoacidi 
che variano di più con l’invecchiamento. Metionina, cistina, triptofano, acido 
glutammico, lisina e arginina sono presenti in concentrazione maggiore nei campioni 
non invecchiati, mentre acido aspartico, alanina, glicina, valina, leucina ed isoleucina 
aumentano nei filati invecchiati.  
  
 
 
45 
 
 
 
Figura 4.4 Score Plot sulla composizione percentuale relativa degli amminoacidi nei singoli filati 
associato al Loading Plot di Figura 4.5. 
 
Figura 4.5 Loading Plot costruito sulle composizioni percentuali relative degli amminoacidi nei singoli 
filati. Fra parentesi è specificata la variaza percentuale esplicata dalle singole componenti principali 
(etichette degli assi) e in totale fra le prime due componenti principali (titolo del grafico). 
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5.5. Prodotti di degrado degli amminoacidi 
Nei cromatogrammi dei filati di riferimento è stato possibile evidenziare la presenza di 
prodotti di degrado degli amminoacidi, in particolare idrossitriptofano, prodotto di 
ossidazione della tirosina, e acido cisteico, prodotto dall’ossidazione del ponte disolfuro 
della cistina [16, 24, 20]. Questi sono stati individuati mediante Extract Ion eseguito sui 
cromatogrammi degli idrolizzati corrispondenti sulla base dello ione [M+H]+. 
Non avendo a disposizione gli standard corrispondenti, questi non sono stati quantificati 
e non essendo stato usato uno standard interno non è stato possibile neppure un 
raffronto semiquantitativo delle aree integrate. 
È tuttavia interessante notare come la presenza dell’acido cisteico, come atteso in base 
alla letteratura e ai dati sperimentali relativi alla diminuzione di cistina, sembri 
aumentare col procedere dell’invecchiamento [1, 16, 20]. Si riportano in Figura 4.6 gli 
Extract Ion Chromatograms riferiti al set della Lana Campolmi per gli invecchiamenti di 
24 ore, una settimana, due settimane e tre settimane.  
È possibile riscontrare un andamento analogo anche per i prodotti di ossidazione del 
triptofano, l’idrossitriptofano che eluisce a sua volta attorno a 11.2 min.  
Non è stato possibile rivelare la presenza di deidroalanina e della 3 – ossoalanina, 
entrambi possibili prodotti di degradazione della cistina e della cisteina [20]. 
 
 
Figura 4.6 EIC eseguito tramite MassHunter sui cromatogrammi registrati in HPLC-ESI-Q-ToF per gli 
idrolizzati dei filati Lana Campolmi 24 h (in verde); Lana Campolmi 1 settimana (in nero); Lana Campolmi 2 
settimane (in fucsia); Lana Campolmi 3 settimane (in azzurro). Ione estratto: [M+H]
+
 170.01 m/z. 
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5.6. Conclusioni 
L’applicazione del metodo per l’analisi degli amminoacidi con HPLC-ESI-Q-ToF riportato 
nel Capitolo 4 al set di filati di riferimento ha permesso di delineare un andamento nel 
profilo amminoacidico con il procedere dell’invecchiamento. 
Già dall’osservazione delle percentuali relative di amminoacidi è stato possibile notare 
che la mordenzatura in assenza di tintura non induce particolari modifiche nel profilo 
amminoacidico, neppure per quanto riguarda gli amminoacidi labili. È però sufficiente 
sottoporre il filato alla tintura per notare in presenza di ferro come mordente una 
riduzione della quantità di amminoacidi solforati. 
L’osservazione della matrice di dati tal quale, può risultare poco agevole, lenta e anche 
poco efficace come metodo di interpretazione dei dati; per tal motivo è stato fatto 
ricorso al KOF*. Graficandolo rispetto alla percentuale relativa di cistina è stato possibile 
condensare in un unico grafico tutta l’informazione proveniente dalle concentrazioni 
relative degli amminoacidi che giocano un ruolo fondamentale durante l’invecchiamento 
(cistina, tirosina, triptofano, lisina, metionina, acido glutammico e acido aspartico). Nel 
grafico a dispersione ottenuto la direzione dell’invecchiamento sposta i campioni verso 
l’origine. Alcuni filati tinti si vanno a collocare in corrispondenza di quelli invecchiati, a 
dimostrazione che le procedure di tintura avviano il processo di degrado; si ottiene 
inoltre conferma del fatto che la sola mordenzatura non induce variazioni significative 
nel profilo amminoacidico. Il set della Lana Campolmi delinea un andamento quasi 
lineare col procedere dell’invecchiamento. 
Tramite l’analisi delle componenti principali è stato possibile concludere che 
all’invecchiamento corrisponde una diminuzione di amminoacidi labili e che la 
mordenzatura con ferro sembra catalizzare la formazione di amminoacidi acidi e quindi 
l’ossidazione della fibra. Con l’invecchiamento la scomparsa di amminoacidi labili lascia, 
però, quasi invariata la percentuale di isoleucina leucina e in parte anche di prolina, 
valina, alanina e glicina giustificando la loro apparente rilevanza sui valori positivi di PC2, 
direzione in cui si ritrovano i filati invecchiati.  
Anche in questo caso, analogamente a quanto visto per la frazione lipidica nel paragrafo 
3.4, è stato evidenziato che i filati mordenzati col ferro assumono comportamento 
analogo a quello dei filati invecchiati.  
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5. Analisi della frazione lipidica mediante GC/MS 
 
 
 
In questo paragrafo si riportano i risultati ottenuti dall’interpretazione dei 
cromatogrammi acquisiti mediante GC-MS delle frazioni estratte dopo saponificazione di 
una piccola porzione del filato di lana secondo la procedura riportata nel paragrafo 
2.7.1.  
L’analisi degli estratti derivatizzati con BSTFA è stata condotta allo scopo di chiarire quali 
tra gli acidi grassi che sono noti comporre lo strato ceroso della lanolina e la frazione dei 
lipidi interni restino associati al filo di lana a seguito di tutti i trattamenti necessari per la 
sua lavorazione e a quali modifiche vadano incontro in seguito alla tintura con coloranti 
a base di tannini. In tal proposito è stata analizzata la lana semplicemente lavata, 
mordenzata e non, e ne è stata confrontata la composizione lipidica con quella degli altri 
filati di riferimento tinti con noce di galla, acido gallico, betulla, frangola, catecù e noce, 
anche questi disponibili sia senza mordente che mordenzati con allume e con solfato di 
ferro (II). Al fine di indagare gli effetti dell’invecchiamento sono stati confrontati i 
risultati ottenuti per i filati freschi con quelli ottenuti per i filati sottoposti ad 
invecchiamento artificiale in Solarbox. 
Una prima osservazione dei cromatogrammi ha permesso di individuare alcune 
componenti che potessero essere utili per un confronto semiquantitativo fra i campioni. 
Sono stati perciò presi in considerazione gli acidi grassi standard disponibili (acido 
laurico, acido suberico, acido azelaico, acido miristico, acido sebacico, acido palmitico, 
acido oleico ed acido stearico) più altri marker utili individuati nel corso dello studio. Il 
confronto è stato basato sulla base delle aree integrate corrette rispetto allo standard 
interno, per normalizzare il dato rispetto alla derivatizzazione e alla risposta 
strumentale, e rispetto al peso del campione sottoposto a saponificazione (1-6 mg). 
5.1. Set di filati di riferimento: lana lavata 
Lo studio della frazione lipidica dei filati analizzati è stato condotto a partire dai 
cromatogrammi registrati per la lana lavata non colorata. La caratterizzazione è stata 
condotta basandosi sulle informazioni sulla composizione della frazione lipidica della 
lana disponibili in letteratura [9, 27, 34, 49, 51], già discussi nel paragrafo 1.2. 
L’elenco dei composti d’interesse identificati è riportato in Tabella 5. con relativi tempi 
di ritenzione e principali picchi degli spettri di massa. 
È stato possibile identificare: 
 acidi grassi con catene di lunghezza dal C9 al C27, con particolare abbondanza 
dell’acido con 21 atomi di carbonio nella catena, quasi tutti accompagnati 
dall’alcol equivalente; 
50 
 
 fra gli steroli, i componenti maggioritari sono il colesterolo e il dermosterolo 
ben visibili con tempi di ritenzione rispettivamente 36.5 e 37.4 min (Figura 5.1), in 
minor quantità sono stati riscontrati agnosterolo e lanosterolo.Non sono stati 
individuati gli acidi ed alcoli a catena più lunga (C:28-33); 
 non è stato possibile individuare neppure l’elevato numero di dioli, 2 idrossi 
acidi grassi o 2 idrossi alcoli riportati fra i normali componenti della lanolina [9, 
10];  
Si sottolinea la presenza del C21 perché, fra gli acidi grassi saturi, è fra i più abbondanti 
in tutti i cromatogrammi; è probabile che si tratti dell’isomero anteiso, ossia del 18-MEA 
che dovrebbe trovarsi coeso con la superficie esterna della struttura proteica [34]. 
Poiché non è possibile distinguere gli isomeri normal-, iso- e anteiso- sulla base del solo 
spettro di massa, soprattutto considerando che sono stati registrati con una trappola 
ionica mentre le librerie disponibili sono per analizzatori a quadrupolo, l’identità 
dell’isomero osservato è al momento solamente ipotizzata. 
 
Tabella 5. Assegnazione dei tempi di ritenzione e degli spettri di massa agli acidi grassi saponificati ed 
estratti da una porzione della lana lavata, non mordenzata, analizzati mediante GC/MS dopo 
derivatizzazione con BSTFA. Nell'elenco degli m/z registrati è evidenziato in grassetto il picco base di 
ciascuno spettro che corrisponde allo ione [M-15]
+
 per ciascun acido grasso e alcol grasso, all’[M-117]
+
 per 
i dioli. Nella prima colonna si riporta l’assegnazione dei principali picchi cromatografici evidenziati in 
Figura 5.1. 
 tr Assegnazione m/z 
 9.51 C9 215; 129; 117; 75 
 10.78 C10 229; 187; 129; 117; 75 
 11.63 C11 243; 214; 129; 117; 75 
1 12.48 ED standard di iniezione  
 12.7 C12 isomero 272; 257; 129; 117; 75 
2 12.89 Acido idrossibenzoico 282; 267; 223; 183; 73 
 13.11 C12 (Acido Laurico) 292; 275; 207; 129; 117; 75 
3 14.21 C13 standard di derivatizzazione 286; 271; 129; 117; 75 
4 14.5 
Acido 3,4-di idroxi benzoico 2xTMS 
1xMe 
312; 297; 282; 267; 253; 223 
5 15.51 C14 (Acido Miristico) 300; 285; 129; 117; 75 
6 15.90 Ftalato  149 
7 16.29 di C10 (Acido Sebacico) 331; 149; 131; 129; 117; 111; 75 
8 17.18 C15 317; 299; 129; 117; 75 
 18.48 C18-isomero 331; 313; 285; 131; 129; 117, 75 
 18.72 C16:1 (Acido Palmitoleico) 326; 311; 271; 129; 177; 75 
9 19.26 C16 (Acido Palmitico) 331; 313; 129; 117; 75 
 19.47 Alcol C17 327; 313; 111; 73 
10 20.65 C17 345; 327; 342; 129; 117; 75 
 21.19 C17 - isomero 345; 327; 342; 129; 117; 75 
 21.39 Alcol C18 341 ; 327; 111; 75; 73 
 21.69 Acido Cinnamico 380; 308; 293; 249; 179; 73 
11 22.42 1,2 OH C16 401; 285; 299; 147; 129; 117; 103; 73 
12 22.5 C18:1 (Acido Oleico) 354; 339; 364; 199; 129; 117; 75 
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13 22.62 C18:1 - isomero 354; 339; 364; 199; 129; 117; 75 
 22.31 C18 - isomero 356; 341; 313; 297; 129; 117; 75 
14 22.95 C18 (Acido Stearico) 356; 341; 313; 297; 129; 117; 75 
15 24.14 C19 371; 355; 129; 117; 75 
 24.57 C19 - isomero 371; 355; 129; 117; 75 
 24.73 alcol C20 355; 111; 75; 73 
 24.99 1,2 - di OH C18 327; 241; 147; 129; 111; 103; 73 
 25.54 C 20 - isomero 384; 369; 341; 327; 129; 117; 75 
 25.63 C20:1 (Acido Gondonico) 382; 367; 343; 129; 117; 75; 73 
 25.83 alcol C21 384; 369; 311; 297; 283; 129; 117; 73 
16 26.08 C20 (Acido Arachidico) 384; 369; 341; 325; 129; 117; 75 
 26.23 alcol C21 384; 369; 111; 75 
17 26.79 9-10 di OH C18 317; 288; 261; 243; 215; 110; 103; 73 
18 27.13 C21 398; 383; 129; 117; 75 
 28.4 C22:1 413; 395; 147; 131; 129; 117; 111; 75 
 28.6 alcol C23 397; 147; 129; 117; 111; 97; 75; 73 
 28.82 C22 412; 397; 129; 117; 73 
 29.75 C23 448; 429; 411; 383; 367; 129; 117; 75 
 30.18 alcol C24 411; 281; 111; 75 
19 31.28 C24 440; 425; 129; 117; 75 
 32.47 C25 439; 117; 75 
 33.4 C26 468; 453; 425; 405; 327; 281; 129; 117; 75 
 33.76 alcol C27 453; 341; 327; 281; 253; 111; 73 
20 36.5 Colesterolo 458; 443; 369; 353; 329; 255 
21 37.38 Colesta - 5,24 - dienolo (Dermosterolo) 456; 441; 372; 366; 351; 343; 282; 253 
22 38.15 - 454; 439; 343; 283; 253 
23 40.65 Agnosterolo 496; 341; 327; 281; 253; 207 
24 41.11 Lanosterolo 498; 483; 393 
25 44.33 Colesta -5 -en-7-one 472; 457; 382; 367; 281; 253; 207; 105 
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Figura 5.1 Dall’alto: cromatogrammi registrati mediante GC/MS per la lana lavata non invecchiata, lana 
lavata invecchiata e lana lavata invecchiata con l'80% di umidità. L’assegnazione dei picchi evidenziati è 
riportata in Tabella 5. 
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5.2. Set di filati di riferimento: lana tinta 
 Acido Gallico 
Nel cromatogramma della lana tinta con il solo acido gallico, era possibile prevedere 
la presenza di un picco molto elevato a 17.74 min corrispondente appunto all’acido 
gallico con tutti i gruppi funzionali derivatizzati. Tuttavia questa previsione non è 
stata verificata dai dati sperimentali: si può presupporre che sia presente sotto 
forma parzialmente derivatizzata, con solo alcuni dei gruppi OH impegnati in ponti 
silileterei o esterei e in parte legati a dei metili oppure si può ipotizzare che, essendo 
il filato tinto solamente con acido gallico e non con estratti naturali, questo abbia 
reagito molto con la lana. È necessario sottolineare che anche nella lana tinta con 
noce di galla la quantità di acido gallico ritrovata era molto bassa, così come quella di 
acido ellagico. Tali acidi, infatti, restano per lo più dissolti nella fase acquosa residua 
dell’estrazione prevista dalla procedura adottata. 
 Noce di galla 
Confrontando il cromatogramma ottenuto per la lana lavata non invecchiata con 
quelli registrati per il set dei campioni tinti con noce di galla è possibile individuare 
due picchi peculiari: uno a 14.31 min l’altro a 21.51 min. Il primo dei due corrisponde 
all’acido 1-propene-1,2,3-tricarbossilicox3TMS (acido aconitico, Figura 5.2), molecola 
generalmente prodotta dalla degradazione dei tannini da parte dei batteri 
(quantomeno dei batteri che resistono ai tannini, data la loro nota attività 
disinfettante) [79]; il secondo invece non è stato identificato in quanto presenta uno 
spettro di massa poco chiaro con due picchi abbondanti a 417 m/z ed uno a 147 m/z, 
con interposti picchi molto poco evidenti separati fra loro di 14 o di 30 unità (Figura 
5.3). 
L’acido aconitico risulta particolarmente abbondante nella lana mordenzata con 
alluminio, tanto da complicare l’aspetto del cromatogramma.  
 
Figura 5.2 Acido aconitico-3TMS. 
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Figura 5.3 Spettro di massa del composto che eluisce a 21.51 min nel cromatogramma della lana tinta con 
noce di galla e mordenzata con alluminio registrato mediante GC/MS. 
Entrambi questi composti caratteristici del set di filati tinti con la noce di galla 
presentano il seguente andamento: per la lana mordenzata col Fe sono meno 
abbondanti che nella lana non mordenzata, mentre sono molto abbondanti per la 
lana tinta con Al in cui superano per abbondanza persino l’acido palmitico e l’acido 
stearico. In quest’ultimo campione anche l’acido ellagico, componente caratteristico 
dei tannini solubili della noce di galla, sembra essere più abbondante degli altri.  
 Noce, frangola e catechu 
In generale l’aspetto dei cromatogrammi registrati per questi primi tre set di filati 
non presenta differenze sostanziali, ma per quelli tinti con noce, betulla, frangola e 
catecù risulta ulteriormente complicato dalla presenza di altre sostanze, quali 
flavonoidi e altri polifenoli provenienti sempre dal bagno di tintura. 
Per esempio, nei cromatogrammi registrati per la lana tinta con l’estratto della 
corteccia di betulla, è possibile notare una certa quantità di acidi idrossibenzoici e 
derivati dell’acido cinnamico (es. acido coumarico 14.8 min e acido ferulico 16.9 
min). Nel filato mordenzato con Fe compare anche un picco a circa 38 min che è 
stato possibile, grazie allo spettro di massa, identificare come quercetina, un 
flavonoide con proprietà coloranti noto componente dell’estratto di betulla. 
Anche nei campioni tinti con catecù si riscontra una maggiore quantità di altri 
coloranti naturali tipo acidi aromatici (con una minore presenza di derivati dell’acido 
cinnamico), ma la caratteristica interessante è che, a differenza di tutti i filati 
analizzati fin ora, è stato possibile identificare un maggior numero di dioli a catena 
lunga, dal C20 al C23. Non si può però escludere che tali composti provengano dal 
materiale tintorio. 
La tintura con l’estratto della frangola introduce molti antrachinoni e flavonoidi in 
più complicando l’aspetto del cromatogramma a tempi di ritenzione più alti di 29 
minuti. L’identificazione di queste sostanze non è semplice perché danno spettri di 
massa con pochi picchi e, avendo un numero di funzionalità alcoliche 
particolarmente elevato, potrebbero presentasi in varie forme con un numero 
variabile di funzionalità derivatizzate. Inoltre uno spettrometro di massa a 
risoluzione unitaria, quale la trappola ionica quadrupolare utilizzata, non consente 
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una risoluzione sufficiente da poter attribuire spettri di massa così semplici ad una 
molecola con certezza in assenza di un corrispondente standard (come per la 
sostanza rimasta incognita il cui spettro è riportato in Figura 5.3). In ogni caso, 
indipendentemente da quali siano questi flavonoidi, è possibile dire che erano 
presenti in quantità maggiore nel filato mordenzato con alluminio, mentre sostanze 
quali l’acido gallico (16.51 min con due sole funzionalità su quattro derivatizzate con 
TMS e le altre due metilate), risultano più abbondante nel filato mordenzato con 
ferro. 
5.3. Set di filati di riferimento: lana sottoposta ad invecchiamento accelerato 
Andando a confrontare i cromatogrammi della lana non invecchiata con i corrispondenti 
invecchiati, è possibile riscontrare alcune differenze piccole ma significative: il profilo 
degli acidi grassi non sembra essere mutato in quanto a tipologia di acidi grassi 
identificabili, ma essi si riducono in quantità assoluta. Per la lana lavata era disponibile 
anche la terna di filati invecchiata con un tasso d’umidità pari all’80%. L’incremento del 
tasso d’umidità nella camera d’invecchiamento dal 50%, valore adottato per tutti i filati 
invecchiati tinti, all’80% ha indotto una drastica riduzione di tutte e componenti lipidiche 
(Figura 5.1).  
L’invecchiamento, in generale, sembra indurre: 
 riduzione di alcuni acidi grassi con perdita di quelli a catena più lunga che comunque 
erano presenti in quantità minima già nei cromatogrammi dei campioni non 
invecchiati; 
 una perdita quasi totale degli steroli, agnosterolo e lanosterolo, presenti in quantità 
davvero piccole già nella lana tal quale, e per molti filati finanche il dermosterolo e il 
colesterolo si riducono tanto da addirittura non essere rivelabili in alcuni campioni. 
Si ha inoltre formazione di prodotti di ossidazione quali il 7-osso-colesterolo. 
Nel complesso è possibile affermare che l’invecchiamento induce una riduzione delle 
componenti lipidiche, ma non è stato possibile individuare specifici prodotti 
dell’invecchiamento stesso. Come già sottolineato i filati invecchiati si distinguono da 
quelli non invecchiati solo in termini di composizioni relative, ma non in termini di 
componenti. 
5.4. Risultati: interpretazione generale e Principal Component Analysis (PCA) 
L’osservazione qualitativa dei cromatogrammi ha permesso di individuare alcune 
componenti utili per un confronto semiquantitativo dei campioni analizzati; questi sono: 
C21; 1,2 dioloC16 (1,2-esadecandiolo); 9-10 diidrossiC18 (acido 9,19-
diidrossiottadecanoico); C18:1; C16; C18; acido 4 idrossibenzoico; colesterolo; 
dermosterolo e tutti gli acidi grassi standard disponibili. Le aree integrate sono state 
tutte corrette sia per lo standard interno che per il peso del campione. 
Dal confronto semiquantitativo è risultato che l’ammontare degli acidi grassi saturi 
diminuisce con l’invecchiamento, mentre diacidi, quali azelaico, sebacico e stearico 
sembrano aumentare. La quantità di acido 4-idrossibenzoico aumenta sia con la 
mordenzatura che con l’invecchiamento; ovviamente la sua presenza nelle lane colorate 
è maggiore, a causa dell’apporto dei polifenoli presenti nei materiali impiegati nella 
tintura, però si riscontra un suo particolare aumento nei filati invecchiati.  
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La sua presenza anche nella lana non tinta potrebbe attribuirsi alla presenza di 
amminoacidi quali la tirosina, che per l’ossidazione da invecchiamento perdono il gruppo 
amminoacidico portando alla formazione di acido 4-idrossibenzoico [27, 40]. Da una 
prima osservazione è stato possibile notare come gli acidi grassi saturi, quali acido 
laurico, miristico, palmitico e stearico non danno nessuna informazione particolare e per 
questo non sono stati ulteriormente presi in considerazione. Fa eccezione l’acido C21, il 
18 – MEA, per l’importanza che riveste nella matrice considerata. 
Il numero di variabili osservate è tale da rendere più efficace un’analisi dei dati tramite 
tecniche statistiche, quali ad esempio la Principal Component Analisys. Tale analisi è 
stata effettuata con XLStat 2010, calcolando le componenti principali sulla base della 
matrice di correlazione. La matrice dei dati di partenza vede i campioni sulle righe e sulle 
colonne le variabili (acido 4-idrossibenzoico, 1,2 diolo C16, C18:1, 9,10 diidrossiC18, C21, 
colesterolo, cermosterolo, acido subeico, acido azelaico, acido sebacico) espresse come 
aree normalizzate rispetto allo standard interno e al peso del campione riportate a 
somma cento. 
L’osservazione dello score plot (Figura 5.4) ci permette di identificare due cluster 
separati per i campioni invecchiati e non. Salvo alcune eccezioni che saranno di seguito 
discusse, i campioni invecchiati si trovano nei quadranti con PC1 positiva, mentre i 
campioni non invecchiati si trovano nel quadrante con PC1 e PC2 negative.  
Dal grafico dei loading (Figura 5.5) è possibile identificare quali variabili influenzino la 
posizione dei campioni nello score plot. Si nota come per l’acido 4-idrossibenzoico 
correli con la PC1 positiva, mente colesterolo, dermosterolo, 1,2 diolo C16, C18:1, 9,10 
diidrossiC18, e C21 correlano con la PC1 negativa. Gli acidi dicarbossilici si trovano lungo 
la direzione positiva dell’asse della PC2, definendo una direzione d’ossidazione.Pertanto, 
anche la PCA ci conferma che marker dell’invecchiamento sono l’acido 4 idrossibenzoico 
e i diacidi. 
È inoltre interessante notare che nello score plot (Figura 5.4) il set della lana Campolmi, 
disponibile a vari stadi d’invecchiamento, rispecchia l’andamento seguito da tutti i filati 
di riferimento: i campioni relativi ai primi tre step d’invecchiamento (24 e 48 ore e 1 
settimana) vicini al cluster dei non invecchiati, mentre quelli relativi a 2 e 3 settimane di 
invecchiamento si collocano fra gli altri campioni invecchiati. Inoltre, tra i filati non 
invecchiati, quelli mordenzati con ferro sono spostati verso valori più alti di PC2 ad 
indicare uno stato di ossidazione maggiore. Se si vanno ad osservare nel dettaglio i 
cromatogrammi relativi a questi 5 campioni, si osservano gli andamenti evidenziati 
dall’analisi PCA: con l’invecchiamento si osserva una riduzione progressiva di 
componenti quali colesterolo, dermosterolo, 9-10 diidrossiC19, 1-2dioloC16 e C18:1 
(Figura 5.6 e Figura 5.7). Per l’acido 4 idrossibenzoico e i diacidi è invece possibile notare 
un incremento progressivo con l’aumentare delle ore di invecchiamento accelerato. 
L’andamento del C21 non sembra essere altrettanto lineare, in quanto sembra subire 
una riduzione netta solo per invecchiamenti più spinti (Figura 5.7). 
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Figura 5.4 Score plot riferito al loading plot della Figura 5.5. 
 
Figura 5.5 Loadings Plot della PCA calcolata considerando le aree integrate corrette per lo standard 
interno C13 e il peso del campione saponificato. Fra parentesi è specificata la variaza percentuale 
esplicata dalle singole componenti principali (etichette degli assi) e in totale fra le prime due componenti 
principali (titolo del grafico). 
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Figura 5.6 Andamento di: acido 4 idrossibenzoico, colesterolo e dermosterolo nei campioni della Lana 
Campolmi sottoposti ad invecchiamento progressivo. Istogrammi costruiti sfruttando le aree integrate 
corrette per lo standard interno e per il peso del campione 
 
 
Figura 5.7 Andamento di: 1,2 diolo C16, C18:1, C21 nei campioni della Lana Campolmi sottoposti ad 
invecchiamento progressivo. Istogrammi costruiti sfruttando le aree integrate corrette per lo standard 
interno e per il peso del campione 
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5.5. Conclusioni 
Lo studio della frazione lipidica condotto mediante GC/MS su un gran numero di filati di 
riferimento ha permesso di comprendere la sua rilevanza per la determinazione dello 
stato di invecchiamento della lana. Sono inoltre state individuate delle componenti utili 
per trarre informazioni sullo stato di avanzamento del degrado, quali colesterolo, 
dermosterolo, C21, diacidi. Non sono stati individuati ω-1 idrossiacidi, presumibilmente 
perché rimossi dalle procedure di lavaggio cui la lana è stata sottoposta. 
In particolare, l’invecchiamento induce le seguenti modifiche: 
 riduzione degli acidi grassi, in particolare quelli a catena più lunga; 
 perdita di agnosterolo, lanosterolo e anche dermosterolo e colesterolo, che si 
riducono fortemente nonostante siano i componenti più abbondanti, portando 
alla formazione di specie ossidate. 
 incremento dell’acido 4-idrossibenzoico, prodotto del degrado degli 
amminoacidi aromatici e non della frazione lipidica. 
Per i filati tinti con la noce di galla l’invecchiamento induce un aumento dell’acido 4-
idrossibenzoico e una riduzione del’acido ellagico. Proprio in associazione a quest’ultimo 
composto è importante fare alcune osservazioni. Esso risulta maggiormente abbondante 
sia nel fresco che nell’invecchiato nel filato mordenzato con alluminio, meno in quello 
tinto senza alcun mordente, mentre sembra quasi assente nel filato mordenzato con 
ferro, quasi a lasciare intuire che l’Al si comporti da miglior mordente rispetto al Fe. 
Questa prima osservazione risulta piuttosto strana perché il ferro è un noto mordente 
spesso usato per le tinture con coloranti naturali derivati dalla noce di galla.  
Andando ad osservare i cromatogrammi dei filati tinti con acido gallico invecchiati si può 
notare come in quello non mordenzato gli effetti dell’irraggiamento siano meno estesi. 
L’invecchiamento dei filati mordenzati sembra aver portato ad una perdita di acidi 
benzoici maggiore rispetto a quella subita da quello non mordenzato (basta considerare 
che nei freschi sono più abbondanti in quelli mordenzati, mentre dopo l’invecchiamento 
sono più abbondanti in quello non mordenzato). 
L’elevato numero di dati raccolti ha reso necessario l’utilizzo di metodi statistici, quali la 
Principal Component Analysis. Nello score plot ottenuto è possibile evidenziare una 
separazione tra il cluster dei campioni invecchiati e non invecchiati. 
I loading plot hanno consentito di evidenziare come le componenti che individuano i 
filati invecchiati sono: l’acido 4-idrossibenzoico, che deriva dall’invecchiamento 
ossidativo di amminoacidi aromatici, e i diacidi, derivanti dall’ossidazione degli acidi 
grassi insaturi.  
Gli andamenti individuati nel loading plot ottenuto per i filati disponibili con soli due 
step di invecchiamento (freschi o invecchiati) sono stati confermati anche per il set 
della Lana Campolmi, campionata a diversi intervalli di tempo durante il processo di 
invecchiamento accelerato. 
Per quanto riguarda l’effetto della tintura con coloranti ferro-gallici, nel grafico degli 
score plot della PCA è possibile evidenziare la particolare posizione assunta dai filati 
mordenzati con ferro, che si comportano da campioni borderline fra i freschi e gli 
invecchiati. 
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6. Campioni storici 
 
 
 
Allo scopo di valutare la capacità predittiva delle analisi effettuate sui campioni di 
riferimento sottoposto a invecchiamento accelerato sono stati analizzati undici filati 
prelevati da tessuti di interesse storico – artistico che sono noti essere tinti con coloranti 
a base di tannini [6, 7, 69]. Sono stati impiegati come bianchi analitici alcuni frammenti 
tessili provenienti dai medesimi manufatti, ma non tinti con tannini. 
In particolare si tratta di alcuni filati provenienti dal corredo funebre di mummie 
peruviane, e di campioni di lana prelevati in fase di restauro dagli arazzi “L’abbondanza”, 
“L’ultimo assalto a Gerusalemme” e “Giuseppe fugge dalla moglie di Putifarre”. In 
Tabella 6.1 si riporta l’elenco dettagliato dei campioni considerati. 
Nei paragrafi seguenti si riportano i risultati ottenuti applicando a questi campioni le 
procedure di trattamento del campione (saponificazione ed idrolisi) e di analisi 
strumentale descritte nel Capitolo 2.  
 
Tabella 6.1 Elenco dettagliato dei campioni di interesse storico analizzati, per ogni tessuto sono specificate 
l'epoca cui risale, la manifattura e il luogo di conservazione. 
Tessuto storico Epoca Manifattura 
Luogo di 
conservazione 
Campioni 
Mordenzatura 
con Fe [51] 
Corredo funebre 
associato a 
mummie 
peruviane 
1200 – 1300 
d.C. 
/ 
Museo di 
Anatomia 
Università di 
Pisa 
Mummia 10A  
Mummia 14C  
Arazzo 
“Giuseppe fugge 
dalla moglie di 
Putifarre” 
Metà del 1500 
d.C. 
Fiorentina 
Salone dei 200, 
Palazzo 
Vecchio, 
Firenze 
Giuseppe 1N2 si 
Arazzo 
“L’abbondanza” 
Metà del 1700 
d.C. 
Fiorentina 
Senato della 
Repubblica, 
Roma 
Abbondanza 
Beige 
no 
Abbondanza 
Nero 
si 
Arazzo “L’assalto 
finale a 
Gerusalemme” 
Metà del 1400 
d.C. 
Fiamminga - 
Tournai 
Museo 
Nazionale del 
Bargello, 
Firenze 
Gerusalemme 
IVs 
 
Gerusalemme 
I29 
si 
Gerusalemme 
III 33 
si 
Gerusalemme 
III 19 
si 
Gerusalemme 
IIIs* 
no (Bianco 
analitico) 
Gerusalemme 
IVm’ 
no (Bianco 
Analitico) 
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6.1. Campioni storici: frazione proteica 
Sottoponendo i filati ad idrolisi ed iniettandoli in HPLC-ESI-Q-ToF seguendo il metodo 
ottimizzato (Capitolo 4) è possibile delinearne la composizione amminoacidica 
percentuale. 
Dai dati raccolti è possibile notare come il filato proveniente dalla mummia peruviana sia 
particolarmente degradato; nonostante il filato all’osservazione in microscopia non 
sembri aver perso la sua struttra, l’analisi quantitativa degli amminoacidi ha rivelato un 
contenuto di cistina molto basso (Figura 6.1).  
Per i filati prelevati dall’arazzo ”L’abbondanza” è interessante notare che il filato più 
scuro è molto più degradato rispetto al filato più chiaro e che tutti gli amminoacidi 
risultano essere presenti in quantità minore: per esempio la cisteina non è più rivelabile 
(Figura 6.1), mentre c’è una quantità particolarmente elevata di alanina e glicina, di gran 
lunga superiore al range di concentrazioni investigato. Rapporti analoghi fra gli 
amminoacidi si osservano anche per il campione Giuseppe 1N2. 
Come già fatto per i filati di riferimento, è stato calcolato il KOF* (Paragrafo 5.3), che in 
Figura 6.2 è stato riportato in grafico rispetto alla concentrazione percentuale di cistina. 
Il modello in questo caso non dimostra buona capacità predittiva, infatti l’andamento 
dei filati storici si differenzi da quello dei filati invecchiati artificialmente. 
I campioni che si dispongono a ridosso dell’asse verticale sono Abbondanza nero e 
Giuseppe 1N2, campioni particolarmente degradati al punto da aver perso 
completamente la cistina. Anche il campione Mummia 10A ha un comportamento che si 
discosta dal restante gruppo di filati posizionandosi a valori particolarmente elevati di 
KOF*. L’abbondanza beige va invece a collocarsi fra i campioni non invecchiati (8.8; 
1.15). 
Infine i valori registrati per i campioni storici sono stati uniti alla matrice dei dati dei 
riferimenti ed è stata effettuata la PCA basata sulla matrice di correlazione per questo 
nuovo set di dati.. Lo score plot (Figura 6.3) vede i campioni storici separarsi molto dai 
riferimenti. Di conseguenza si altera completamente anche l’andamento del grafico dei 
loading (Figura 6.4), rispetto a quello visto in Figura 4.5. Nel dettaglio: 
 il campione che ha valori di PC1 e PC2 simili a quelle dei riferimenti è quello 
dell’abbondanza beige che si è già dimostrato essere uno dei meno degradati 
(paragrafo 6.1); 
 i valori di PC1 e PC2 dei campioni provenienti dall’arazzo Gerusalemme si 
dispongono tutti lungo la stessa direzione positiva di PC1 e negativa di PC2. Il 
confronto dello score plot con il loading plot suggerisce che gli amminoacidi con 
maggior peso lungo questa direzione del grafico siano tirosina, triptofano e lisina, 
dato particolarmente strano perché questi sono fra gli amminoacidi che si 
degradano più rapidamente (Capitolo 5); 
 i campioni che presentano valori più vicini allo zero di PC2 sono Gerusalemme IVs 
e i due bianchi analitici Gerusalemme IIIs* e Gerusalemme IVm’; 
 i campioni Abbondanza nero e Giuseppe 1N2 si discostano dall’intero set di 
campioni a causa del loro elevato contenuto di glicina e alanina. 
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Figura 6.1 Confronto del contenuto di cistina (µg/g di filato) nel set della Lana Campolmi invecchiato per 
diversi tempi e nei campioni storici Mummia 14C, Abbondanza Beige e Abbondanza Nero. 
 
 
 
Figura 6.2 KOF* riportato rispetto alla concentrazione percentuale di cistina. In verde sono riportati i filati 
della Lana Campolmi, in azzurro i filati di riferimento non invecchiati, in rosso i filati di riferimento 
sottoposti ad invecchiamento accelerato e in giallo i campioni storici, i campioni mordenzati con ferro 
sono marcati con una crocetta aggiuntiva. 
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Figura 6.3 Score Plot ottenuto effettuando la PCA con XlStat 2010 per i valori delle percentuali relative 
degli amminoacidi. La varianza totale esplicata dalle prime due componenti principali è del 71,89 %. In 
azzurro sono riportati i campioni non invecchiati, in rosso quelli invecchiati artificialmente, in verde i filati 
della Lana Campolmi invecchiati per diversi tempi, in giallo i campioni storici, i campioni mordenzati con 
ferro sono marcati con una crocetta aggiuntiva. 
 
 
Figura 6.4 Loading plot ottenuto effettuando la PCA con XlStat 2010 per i valori delle percentuali relative 
degli amminoacidi. La varianza totale esplicata dalle prime due componenti principali è del 71,89%. 
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6.2. Campioni storici: frazione lipidica 
Una porzione dei filati storici è stata sottoposta a saponificazione e la frazione lipidica, 
isolata per estrazione con esano ed etere e derivatizzata con BSTFA (paragrafo 2.7.1), è 
stata analizzata in GC/MS. 
Le componenti prese in considerazione sono: acido 4-idrossibenzoico, 1,2-diolo-C16, 
C18:1, 9,10-diidrossi-C18, C21 (18-MEA), colesterolo, dermosterolo, acido suberico, acido 
azelaico e acido sebacico. I picchi cromatografici corrispondenti sono stati integrati e 
normalizzati rispetto all’area dello standard interno e rispetto al peso del campione 
sottoposto ad idrolisi. 
È stato possibile effettuare alcune osservazioni. 
 Il confronto qualitativo fra le aree normalizzate ha permesso di individuare 
un’altissima presenza di acido 4-idrossibenzoico nel campione Giuseppe 1N2. La 
concentrazione di questo stesso componente risulta particolarmente elevata 
anche nei campioni Abbondanza Nero e Gerusalemme I29. Fra i campioni 
dell’arazzo “L’ultimo assalto a Gerusalemme” i bianchi analitici sono quelli che 
dimostrano la minor quantità di acido 4-idrossibenzoico, come ci si poteva 
aspettare dagli studi effettuati sui materiali di riferimento invecchiati 
artificialmente. 
 I filati Abbondanza Nero, Giuseppe 1N2 e Gerusalemme I29 presentano anche 
concentrazioni relative di diacidi più elevati rispetto agli altri filati ad ulteriore 
conferma del loro avanzato stato di ossidazione. 
Le aree normalizzate riportate a somma cento sono state aggiunte alla matrice dei dati 
complessiva dei filati di riferimento ed è stata effettuata l’analisi delle componenti 
principali sulla base della matrice di correlazione con XLStat 2010. Lo score plot ottenuto 
(Figura 6.6) mostra che i filati storici assumono lo stesso andamento dei filati invecchiati 
artificialmente, e il loading plot corrisponde perfettamente a quello già riportato in Figura 
5.5.  
Il campione Abbondanza nero si discosta lievemente dagli altri, posizionandosi a valori 
piuttosto elevati di PC2 (PC1 1.6; PC2 2.2), seguendo la direzione d’ossidazione 
individuata dai diacidi. Il loading plot corrispondente è riportato in Figura 5.5 nel 
Paragrafo 3.4 e ha evidenziato un peso maggiore per i diacidi per i valori positivi della 
PC2. 
  
66 
 
 
Figura 6.5 Istogrammi relativi alle aree normalizzate dell'acido 4 idrossibenzoico per i campioni storici. si 
riportano anche i valori della Lana Campolmi sottoposta ad invecchiamento accelerato per tempi diversi 
(24 ore, 48 ore, 1, 2 e 3 settimane). La scala dell’asse verticale è stata adattata per permettere una migliore 
visualizzazione del dato. Per il filato Giuseppe 1N2, fuori scala, si riporta in etichetta anche il valore 
dell’area normalizzata. 
 
Figura 6.6 Score Plot ottenuto effettuando la PCA con XlStat 2010 per i valori delle aree normalizzate di 
Acido 4-idrossibenzoico, 1,2-diolo-C16, C18:1, 9,10-diidrossi-C18, C21 (18-MEA), colesterolo, dermosterolo, 
acido suberico, acido azelaico e acido sebacico. La varianza totale esplicata dalle prime due componenti 
principali è del 74,27%. In azzurro sono riportati i campioni non invecchiati, in rosso quelli invecchiati 
artificialmente, in verde i filati della Lana Campolmi invecchiati per diversi tempi, in giallo i campioni 
storici, i campioni mordenzati con ferro sono marcati con una crocetta aggiuntiva. 
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6.3. Conclusioni 
Le procedure applicate ai filati di riferimento sono state efficacemente applicate anche 
ai campioni storici. 
I risultati ottenuti per la frazione lipidica rispecchiano l’andamento rivelato per i filati di 
riferimento, mettendo in luce lo stato di degradazione piuttosto avanzata dei filati 
Gerusalemme I29, Abbondanza Nero e Giuseppe 1 N2. Le conclusioni tratte dall’analisi 
dei materiali invecchiati artificialmente sono quindi sufficienti per permetterci di 
interpretare i meccanismi di degradazione che sono avvenuti nei filati storici, e il nostro 
modello dimostra buone capacità predittive. 
Viceversa, dall’osservazione dello score plot e del loading plot ottenuto per le 
percentuali relative degli amminoacidi è risultato che i campioni sottoposti ad 
invecchiamento artificiale non mimano perfettamente l‘andamento dei campioni storici 
che nello score plot vanno a separarsi dal set di riferimento. Se ne deduce quindi che i 
profili dei campioni storici sono il risultato di un invecchiamento molto più avanzato 
rispetto a quello indotto artificialmente sui filati di riferimento. 
È probabile infatti che le condizioni adottate per l’invecchiamento artificiale siano state 
sufficienti ad intaccare solamente la frazione lipidica esterna dei materiali di riferimento. 
Di conseguenza la loro frazione lipidica riproduce quanto accade per i campioni storici, 
perché, essendo sulla superficie, è subito esposta all’effetto congiunto di umidità e 
irraggiamento. Viceversa, la frazione proteica più interna probabilmente non ha subito 
un invecchiamento accelerato sufficiente a mimare quello avvenuto nei campioni storici. 
Inoltre è interessante notare che nei due campioni maggiormente degradati, Giuseppe 
1N2 e Abbondanza Nero, l’elevato contenuto di alanina e glicina è indice di un percorso 
di degrado diverso da quello individuato con i filati di riferimento, in cui la perdita dei 
gruppi funzionali ingombranti degli amminoacidi sembra essere il fenomeno 
preponderante rispetto all’ossidazione dei ponti disolfuro. 
Inoltre, il filato AbbondanzaBeige, sia per la frazione proteica che per la frazione lipidica, 
assume sempre comportamento analogo a quello dei filati non sottoposti ad 
invecchiamento accelerato. Si tratta, infatti, di un campione prelevato dall’ordito 
dell’arazzo, cioè dalla trama usata come base per la tessitura, e la sua particolare 
posizione deve averlo tenuto al riparo dall’irraggiamento diretto. 
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7. Conclusioni 
 
 
 
L’attenzione rivolta all’avanzato stato di degrado in cui versano i filati di interesse storico 
tinti con coloranti tannici, in particolare se in associazione al ferro usato come mordente, ha 
portato alla necessità di chiarire quali possano essere i meccanismi di degrado che questi 
materiali vanno ad indurre sul substrato. In questo contesto si colloca il progetto “VAT” 
finanziato dalla Regione Toscana (Fondi FAS 2008-2013). 
Il materiale oggetto di studio è stata la lana, fibra di origine animale costituita quasi 
principalmente da materiale proteico e da una piccola frazione lipidica, che consiste nella 
cera protettiva che ricopre il vello dell’animale più una frazione di lipidi interni (IWL) che 
dimostrano importanza a livello strutturale. 
Nota la composizione di base del materiale, gli obiettivi preposti erano: 
 sviluppo di una procedura HPLC-ESI-Q-ToF per la separazione degli amminoacidi su 
una colonna di tipo HILIC da poter applicare agli idrolizzati di filati in lana 
appartenenti a un set di filati di riferimento anche invecchiati artificialmente; 
 caratterizzazione della frazione lipidica associata ai suddetti filati di riferimento e 
studio delle modifiche indotte dall’invecchiamento. 
Per effettuare un confronto fra le differenze nella composizione della lana per effetto della 
tintura, della mordenzatura e dell’invecchiamento, è stato impiegato un set di filati di 
riferimento. Per ciascun tipo di lana colorata erano disponibili sia la versione non 
mordenzata che quella mordenzata con alluminio che quella con ferro, e una porzione di 
ogni filato era stata sottoposta ad invecchiamento accelerato in Solarbox. In più era a mia 
disposizione un gruppo di filati in lana (Lana Campolmi) non tinta e non mordenzata 
sottoposta a diversi stadi di invecchiamento (24 ore, 48 ore, 1, 2 e 3 settimane) che si è 
rivelato di fondamentale utilità per seguire l’andamento delle componenti oggetto di studio 
col progredire dell’invecchiamento. 
I risultati ottenuti dallo studio del set di riferimento sono stati confrontati poi con quelli 
riguardanti alcuni campioni prelevati da filati di interesse storico – artistico: un corredo 
funebre peruviano e gli arazzi “L’abbondanza”, “Giuseppe fugge dalla moglie di Putifarre” e 
“L’ultimo assalto a Gerusalemme”. 
 
Per quanto riguarda lo sviluppo della procedura di separazione degli amminoacidi in HPLC-
ESI-Q-ToF, in primo luogo sono state ottimizzate le condizioni di ionizzazione e di camera di 
collisione tramite flow injection dello standard, poi sono stati testati diversi eluenti, gradienti 
e modificatori di fase al fine di individuare le migliori condizioni di separazione 
cromatografica. Il gradiente selezionato parte da un 95 % di contenuto complessivo di 
solvente organico per vederlo diminuire fino al 20 %, con una corsa cromatografica totale di 
32 minuti. Gli eluenti selezionati sono: acetonitrile allo 0.02 % in acido formico e una miscela 
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20 % acetonitrile e 80 % di acqua 5 mM in acetato d’ammonio. I modificatori di fase e la loro 
concentrazione sono stati scelti come compromesso tra l’ottimizzazione della separazione 
cromatografica e dell’intensità del segnale, legata all’effetto sortito sulla ionizzazione. 
 
La procedura così ottenuta è stata poi applicata agli amminoacidi singoli ottenuti per idrolisi 
acida assistita da microonde dei filati di riferimento.  
In questo modo è stato possibile evidenziare un incremento col procedere 
dell’invecchiamento degli amminoacidi acidi, acido glutammico e acido aspartico, e una 
diminuzione del contenuto di triptofano, tirosina, lisina e metionina, ma anche e soprattutto 
di cistina, amminoacido solforato di fondamentale importanza per la struttura cheratinica. 
Per semplificare l’analisi dei dati relativi alle percentuali relative di amminoacidi nei vari 
campioni, si è optato per l’utilizzo del KOF*, fattore di ossidazione cheratinico suggerito dalla 
letteratura, e della PCA. 
Il KOF* è un fattore che, graficato rispetto alla percentuale relativa di cistina, è in grado di 
condensare tutta l’informazione proveniente dal degrado degli amminoacidi labili e 
dall’incremento degli amminoacidi acidi col procedere dell’invecchiamento e 
dell’ossidazione della fibra proteica. Abbiamo verificato che la mordenzatura con ferro in 
assenza di colorante non induce sostanziali modifiche nella composizione amminoacidica, 
mentre l’aggiunta dei tannini è sufficiente per avviare il processo di degrado e fare si che il 
profilo amminoacidico dei filati, anche se non sottoposti ad invecchiamento accelerato, 
abbia caratteristiche intermedie fra quelli non invecchiati e quelli sottoposti ad 
invecchiamento accelerato.  
La PCA ha sottolineato questo andamento delineando tramite il loading plot un possibile 
meccanismo per il procedere del degrado del filato. La direzione positiva della prima 
componente principale segue l’incremento dei valori di acido glutammico e acido aspartico, 
individuando un possibile percorso di ossidazione preferenziale per i filati mordenzati con il 
solfato di ferro. Elevate quantità di cisteina, tirosina, triptofano, metionina e lisina hanno un 
peso maggiore per i valori negativi delle due componenti principali caratterizzando invece i 
filati non invecchiati. 
Sottoponendo i filati a saponificazione in bagno ad acqua e derivatizzando con BSTFA gli 
estratti con esano ed etere è stato possibile analizzare in GC/MS la frazione lipidica associata 
alla fibra di lana. 
Le componenti individuate nel filato lavato non mordenzato e non sottoposto a tintura sono 
in accordo con quanto riportato in letteratura riguardo la caratterizzazione della lanolina e 
della frazione dei lipidi interni. 
In particolare sono stati individuati: 
 acidi grassi con catene di lunghezza dal C9 al C27, con particolare abbondanza 
dell’acido con 21 atomi di carbonio nella catena, probabilmente nella forma 
anteiso (18- MEA), quasi tutti accompagnati dall’alcol equivalente; 
 fra gli steroli, i componenti maggioritari sono il colesterolo e il dermosterolo, in 
minor quantità sono stati riscontrati agnosterolo e lanosterolo e colesta-5-en-7-
one; 
 
 
71 
 
 non sono stati individuati gli acidi ed alcoli a catena più lunga (C:28-33) né 
l’elevato numero di dioli, 2 idrossi acidi grassi o 2 idrossi alcoli riportati fra i 
normali componenti della lanolina. 
Le numerose componenti della lanolina che non sono state individuate in questo studio sono 
probabilmente state rimosse durante le procedure di lavaggio con tensioattivi; la frazione 
lipidica identificata corrisponde dunque a quella dei lipidi interni che sono covalentemente 
legati alla fibra proteica mediante ponti tioesterei o esterei, e caratterizzati da un’elevata 
abbondanza del 18-MEA. 
L’invecchiamento si ripercuote sulla frazione lipidica con una riduzione degli acidi grassi, con 
una netta diminuzione degli steroli e incremento dell’acido 4-idrossibenzoico (identificato 
nella frazione lipidica) e dei diacidi. Tramite PCA è stato possibile individuare che 
l’invecchiamento procede di pari passo con l’aumento dell’acido 4-idrossibenzoico, mentre 
la mordenzatura con ferro sposta i filati di riferimento verso valori più elevati di diacidi. 
L’applicazione delle procedure ottimizzate a filati storici ha permesso di confermare che il 
monitoraggio della frazione lipidica consente di descrivere il degrado dei filati in lana, 
mentre i riferimenti a disposizione non si sono dimostrati sufficientemente invecchiati per 
mimare il comportamento della frazione proteica.  
Si suppone, infatti, che l’invecchiamento non sia stato tale da andare ad intaccare anche la 
parte interna della fibra, benché sia riuscito a mimare efficacemente l’invecchiamento della 
frazione lipidica che ricopre lo strato superficiale della lana. 
Il dato ottenuto per il campione Abbondanza Beige risulta particolarmente interessante: 
nonostante questo filato sia stato tinto con dei tannini, esso è caratterizzato da un 
contenuto lipidico e amminoacidico paragonabile a quello dei riferimenti non invecchiati. 
Questo è imputabile al fatto che questo campione è stato prelevato dall’ordito dell’arazzo e 
che quindi è rimasto al riparo dall’irraggiamento. 
L’altro campione proveniente dallo stesso arazzo, Abbondanza Nero, insieme al campione 
Giuseppe 1N2, sembra delineare un percorso di invecchiamento diverso da quello 
individuato con i filati di riferimento. Entrambi sono caratterizzati da un contenuto 
particolarmente elevato di diacidi e di acido 4-idrossibenzoico, entrambi marker 
dell’invecchiamento della frazione lipidica della lana, ma inserendo i dati relativi alla loro 
composizione amminoacidica percentuale nella PCA o nel grafico del KOF* essi si discostano 
completamente da tutti gli altri campioni analizzati. Questa differenza è causata da un 
contenuto particolarmente ridotto di tutti gli amminoacidi, compresi gli amminoacidi acidi, 
ad eccezione di alanina e glicina. Questo sembra voler indicare che in condizioni di 
invecchiamento particolarmente avanzato (si tratta infatti di filati storici tinti sia con tannini 
che mordenzati con ferro) l’ossidazione della fibra, oltre che con la formazione di acidi nella 
frazione lipidica, proceda con la perdita dei gruppi funzionali laterali della catena 
amminoacidica. 
Lo studio dei filati provenienti dall’arazzo “L’ultimo assalto a Gerusalemme” rimarca l’effetto 
negativo sortito dall’abbinamento di coloranti a base di tannini e ferro grazie alla possibilità 
di confrontare i filati con queste caratteristiche (III33, I29, IVs e III19) con quelli dei bianchi 
analitici, cioè due filati, IIIm’ e IIIs*, tinti rispettivamente di azzurro con indigotina e di rosso 
con robbia.  
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I filati  nerisono infatti caratterizzati da KOF* bassi, mentre quelli dei bianchi analitici da 
KOF* relativamente elevati. 
In conclusione, le procedure analitiche impiegate hanno permesso di evidenziare alcuni 
processi e prodotti di degradazione tramite studio del set di materiali di riferimento. 
L’applicazione delle procedure a campioni storici ha permesso di valutare la capacità 
predittiva del modello di invecchiamento dei materiali proposto. 
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Appendice: 
 Dalla cromatografia in fase inversa alla cromatografia 
HILIC 
 
 
 
Classicamente la cromatografia in fase liquida viene effettuata in fase inversa, cioè 
sfruttando fasi stazionarie apolari, comunemente composte da catene idrocarburiche C18 
legate ad un substrato in silice, e fasi mobili maggiormente polari. L’eluizione in gradiente 
viene in genere effettuata partendo da alte percentuali d’acqua e incrementando 
gradualmente le percentuali del solvente organico, comunemente acetonitrile o metanolo. Il 
meccanismo alla base della ritenzione nella cromatografia in fase inversa (RP – reversed 
fase) è l’equilibrio di ripartizione dell’analita fra la fase stazionaria e la fase mobile [72]. Il 
principale fattore in grado di influenzare la ritenzione degli analiti è la percentuale di 
solvente organico nell’eluente, quindi semplicemente modificando in gradiente di eluizione è 
possibile influire sulla ritenzione dei composti, sulla risoluzione e sulla forma dei picchi 
cambiando sia k’ che α. L’aggiunta di un modificatore di fase (a seconda del caso un acido, 
una base o un tampone) serve per ridurre le fluttuazione degli equilibri acido – base degli 
analiti, quindi per evitare picchi sdoppiati o forme di picco non gaussiane. 
Questo tipo di cromatografia è sicuramente adatto per molecole poco polari o con medio 
grado di polarità, mentre sarà sconsigliabile per molecole molto polari, in particolare se 
piccole. Queste ultime, infatti, non avendo alcuna affinità con la fase stazionaria, non 
potendo essere adsorbite saranno eluite subito in prossimità del tempo morto. 
Un’alternativa alla RP è la HILIC: Hydrophylic Interaction Chromatography [63]. Il primo a 
dare un nome e una definizione a questo tipodi cromatografia fu Alpbert nel 1990 [64]. 
La cromatografia HILIC sfrutta fasi stazionarie polari, che possono essere neutre, ionizzabili o 
anche zwitterioniche, ed eluenti con una percentuale di solvente organico compresa fra il 90 
e il 60 % del totale; anche in questo caso gli eluenti più utilizzati sono acqua e acetonitrile, 
solventi organici spesso usati come il metanolo o l’etanolo sono meno adatti [15, 58, 66, 72].  
In genere la si usa con un breve periodo di condizionamento iniziale con una percentuale di 
solvente organico intorno al 95 %. L’eluizione in gradiente prevede un incremento della 
percentuale del solvente acquoso, con un andamento opposto a quello della RP. Potrebbe 
sembrare analoga alla cromatografia in fase normale (NP, fase stazionaria polare ed eluente 
apolare), ma il meccanismo alla base del processo di ripartizione è completamente diverso: 
per la tradizionale NP il meccanismo è basato sull’adsorbimento degli analiti sulla fase 
stazionaria, mentre il meccanismo alla base della HILIC prevede la concomitanza di molte 
interazioni e non è ancora stato delineato un modello matematico in grado di descrivere 
perfettamente la ritenzione [58, 62].  
Nella HILIC i fattori in gioco sono dunque: analiti polari, fasi stazionarie polari ed eluenti con 
elevata percentuale di solvente organico con modificatori di fase quali acetato d’ammonio o 
formiato d’ammonio. Con tutta questa polarità in gioco, il meccanismo di ritenzione non può 
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essere solamente di adsorbimento. Si suppone che si formi uno strato acquoso coeso con la 
fase stazionaria, permettendo l’instaurarsi di equilibri di ripartizione fra la fase acquosa 
adsorbita e la fase mobile ad alto contenuto si solvente organico [15, 64, 65]. Gli analiti 
polari potranno comunque interagire anche con la fase stazionaria ed essere adsorbiti su di 
essa. Le interazioni chimico – fisiche coinvolte sono molteplici: vanno dai legami a idrogeno 
fino alle interazioni dipolo – dipolo indotto, alle interazioni idrofobiche. Buszewski et al. [66] 
le riportano schematicamente in una review del 2012 (Figura 1.4 del paragrafo 1.4.5 di 
pagina 13). 
Stabilire quale possa essere l’esatto meccanismo sul quale si basa la ritenzione di un certo 
analita in cromatografia di interazione idrofilica potrebbe non essere dunque banale: 
potrebbe basarsi sulla partizione fra lo stato stagnate acquoso e l’eluente maggiormente 
ricco di fase organica, ma potrebbe anche coinvolgere interazioni idrofiliche fra analiti 
(eventualmente ionizzati) e la fase stazionaria fortemente polare, meccanismi di 
adsorbimento, di scambio ionico e, sotto opportune condizioni sperimentali, addirittura 
interazioni idrofobiche [80].  
Data l’elevato numero di meccanismi che potrebbero essere coinvolti, non è possibile 
stabilire con esattezza quale fra questi sia il principale responsabile della ritenzione 
dell’analita.  
Nella HILIC la rapidità delle variazioni del gradiente può essere sfruttata meno efficacemente 
che nella RP poiché questo tipo di colonne, anche a causa dello strato acquoso adsorbito 
sulla superficie della fase stazionaria, sono caratterizzate da un più lento tempo di risposta 
alla modifica della fase mobile (così come anche di tempi di ricondizionamento più lunghi) in 
quanto non è solo la percentuale degli eluenti a dover cambiare, ma anche il tipo di equilibrio 
chimico che si stabilisce all’interfaccia fra le fasi liquide a livello della fase stazionaria. 
I cambiamenti di temperatura hanno effetti meno marcati sulla ritenzione rispetto ai 
cambiamenti dell’eluente. In generale è possibile affermare che aumentando la temperatura 
è possibile ridurre la ritenzione, presumibilmente perché si riduce la differenza fra le energie 
coesive, i legami a idrogeno ed altre interazioni polari fra la fase mobile e quella stazionaria 
[15]. 
Altra differenza sostanziale è l’influenza dei modificatori di fase. Mentre nella RP questi 
influiscono solamente sulla ionizzazione degli analiti, nella HILIC influiscono anche sulla 
ionizzazione della fase stazionaria [67]. Il controllo del pH si rivela fondamentale ed è per 
questo che si preferisce usare soluzioni tampone di sali quali acetato d’ammonio o formiato 
d’ammonio. Spesso l’aggiunta di acido formico o acido acetico in quantità opportune alla 
fase acquosa o alla fase mobile organica possono essere utili per raggiungere un 
determinato valore di pH [15, 58, 66,72]. Questo vantaggio ovviamente si perde se si lavora 
in gradiente, poiché la continua variazione di solvente organico inciderà continuamente 
sull’equilibrio di dissociazione del sale disciolto variando la concentrazione idrogenionica 
[77]. 
La ritenzione può essere influenzata variando la concentrazione del modificatore di fase. Per 
esempio, per fasi stazionarie ionizzabili come quelle in silice, variazioni della concentrazione 
del tampone influiscono sull’estensione della ionizzazione della fase stazionaria aumentando 
o riducendo a seconda dei casi la ritenzione di analiti basici e acidi [67]; tuttavia questa 
strategia non è consigliabile con alcuni tipi di fasi stazionarie perché il contro ione del sale 
può andare ad competere con gli analiti per i siti della fase stazionaria con carica opposta 
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rimpiazzando gli ioni di analita da quest’ultima. Quando l’eluizione viene effettuata a pH 
acidi (es. in tampone da formiato d’ammonio a pH 3) i composti basici possono dimostrare 
una notevole ritenzione su questo tipo di fasi stazionarie perché si viene a stabilire una forte 
interazione fra le basi protonate e i silanoli ionizzati [15]. D’altra parte invece i composti acidi 
deprotonati mostrano una ritenzione fortemente ridotta, riuscendo ad eluire talvolta 
addirittura in prossimità del volume morto, a causa della repulsione che viene e stabilirsi fra 
le loro cariche negative e le cariche negative dei silanoli ionizzati. 
Infine, se il sistema cromatografico è interfacciato con uno spettrometro di massa, non si 
dovrà trascurare la possibilità di avere interferenze in fase di ionizzazione o addirittura 
problemi di riprecipitazione dei sali sul capillare della sorgente di ionizzazione qualora la 
concentrazione di tampone salino sia troppo elevata [71].  
Alla luce di quanto detto fin ora, si può intuire che usare acetonitrile come componente 
organico dell’eluente possa essere preferibile all’utilizzo del metanolo, perché quest’ultimo, 
essendo un solvente polare protico, potrebbe interferire con gli equilibri di interazione fra 
l’analita e la fase stazionaria. Potrebbe infatti verificarsi una sorta di meccanismo 
competitivo fra i due solventi protici nei confronti della fase stazionaria dando forti 
interazioni da legami ad idrogeno fra i due portando a scarse ritenzioni e picchi di forma non 
simmetrica [14,72]. 
Infine, di fondamentale importanza in cromatografia liquida è la scelta del solvente in cui 
riprendere il campione da iniettare nel sistema cromatografico. Nella HILIC la forza degli 
eluenti sarà: 
Acetone<Acetonitrile<Tetraidrofurano<Isopropanolo<Etanolo<Metanolo<Acqua 
opposta a quella della cromatografia RP [72, 81]. Per tale motivo, riprendere il campione in 
un solvente a basso contenuto d’acqua è utile per evitare effetti deleteri sulla forma del picco 
(slargamento se non addirittura sdoppiamento e facile sovraccarico della colonna) [72]. 
L’ordine di eluizione dei soluti sarà inverso rispetto a quelli della cromatografia RP, essendo 
eluiti con idrofilicità crescente. Si parla infatti di ortogonalità fra i due tipi di separazione 
cromatografica, rendendole adatte per la loro combinazione in sistemi cromatografici 
bidimensionali [15, 64, 67]. 
I vantaggi che questo tipo di cromatografia offre rispetto alla tradizionale cromatografia in 
fase inversa sono migliori ritenzioni e forme dei picchi per composti facilmente ionizzabili. 
Presenta inoltre il vantaggio di avere delle curve di Van Deemter più piatte ad elevate 
velocità di fase mobile grazie alla maggiore diffusione che i soluti riescono a raggiungere in 
fasi mobili ricche di solventi organici [80]. Inoltre l’elevata percentuale di fase organica 
nell’eluente consente di avere minori contropressioni per la minore viscosità ed una 
maggiore sensibilità in spettrometria di massa per la maggiore efficienza nello spraying e de 
solvatazione di queste fasi mobili [15, 62, 64, 71]. 
 
 
  
76 
 
Bibliografia 
 
                                                          
1
 Peggie D.A. “The development and application of analytical methods for the identification of dyes on 
historical textiles” Tesi di dottorato, Università di Edimburgo 2006. 
2
 Odlyha M., Theodorakopoulos C., Campana R. “Studies on woolen threads from historical tapestries” 
AUTEX Research Journal 2007, 7: 9-18. 
 
3
 Wilson H., Carr C., Hacke M. “Production and validation of model iron – tannate dyed textiles for use 
as historic textile substitutes in stabilization treatment studies” Chemisry Central Journal 2012, 6: 44-
57. 
 
4
 More N., Smith G., Kanawa R.T., Miller I. “Iron – Sensitized degradation of black-dyed Maori Textiles”  
in “Dyes in History and Archaeology 19” by Kirby J. Archetype Publications 2003: 144-148. 
 
5
 Lluveras-Tenorio A., Bonaduce I., Andreotti A., Colombini M.P. “GC-MS analytical procedure for the 
characterization of glycerolipids, natural waxes, terpenoid resins, proteinaceous and polysaccharide 
materials in the same paint microsample avoiding interferences from inorganic media” Analytical 
Chemistry 2010, 82: 376-386. 
 
6
 Degano I., Biesaga M., Colombini M.P., Trojanowicz M. “Historical and archaeological textiles: An 
insight on degradation products of wool and silk yarns” Journal of Chromatography A 2011, 1218: 
5837-5847. 
 
7
 Degano, I., Lucejko, J.J. e Colombini, M.P  “The unprecedented identification of Safflower dyestuff in  
a 16
th
 century tapestry through the application of a new optimized diagnostic procedure”  Journal of 
Cultural Heritage 2011,12: 295–299 
 
8
 Plowman J. E. “Proteomic dstabase of wool components” Journal of Chromatography B 2003, 787: 
63-76. 
 
9
 Jover E., Adahchour M., Bayone J.M., Vrelus R.J.J., Brinkman U.A.Th. “Characterization of lipids in 
complex samples using comprehensive two-dimensional gas chromatography with time-of-flight mass 
spectrometry” Journal of Chromatography A 2005, 1086: 2-11. 
10
 Asperger A., Engewald W., Fabian G. “Analytical characterization of natural waxes employing 
pyrolysis-gas chromatography-mass spectrometry” Journal of Analytical and Applied Pyrolysis 1999, 
50: 103-115. 
11
 Moldovan Z., Jover e., Bayona J.M. “Gas chromatographic and mass spectrometric methods for the 
characterization of long-chain fatty acids. Application to wool wax extracts” Analytica Chimica Acta 
2002, 465: 359-378. 
 
12
 Degano I., Ribechini E., Modugno F., Colombini M.P. “Analytical methods for the Characterization of 
Organic Dyes in Artworks and in Historical textiles” Applied Spectroscopy Reviews 2009, 44: 363-410. 
 
13
 Wilson H., Carr C., Hacke M. “Production and validation of model iron – tannate dyed textiles for 
use as historic textile substitutes in stabilization treatment studies” Chemisry Central Journal 2012, 6: 
44-57. 
 
14
 Onal et al. “Ellagic acid from gallnut (Quercus Infectoria):Extraction and determination of its dyeing 
conditions for natural fibres”  Journal of scientific & industrial research 2005, 64: 491-495. 
 
 
 
77 
 
                                                                                                                                                                      
15
 Olsen B.A, Pack B.W. “Hydriphilic Interaction Chromatography – A guide for practictioners” Wiley 
2013. 
 
16
 Vanden Berghe I. “ Towards an early warning system for oxidative degradation of protein fibres in 
historical tapestries by means of calibrated amino acyd analysis” Journal for Archaeological Science 
2012, 39: 1349-1359. 
17
 Voet D., Voet J.J., Pratt C.W. “Fondamenti di biochimica”  Zanichelli, Seconda Edizione 2007. 
 
18
 Smith G. J. “New trends in Photobiology: photodegradation of keratin and other structural 
proteins”  Journal of Photochemistry and Photobiology 1995, 27: 187-198. 
 
19
 Vanden Berghe I., Wouters J. “Identification and condition evaluation of deteriorated protein fibres 
at the sub-microgram level by calibrated amino acid analysis” Scientific analysis of ancient and 
historictextiles: Informing Preservation, Display and Interpretation AHRC Research Centre for Textile 
Conservation and Textile Studies First Annual Conference 13-15 July  2004:151-158. 
 
20
 Balaszy T.A., Eastop D. “Chemical Principles of Textile Conservation” Butterworth – Heinemann 
1998: 48-55. 
 
21
 Holt L.A., MIlligan B. “The formation of carbonyl groups during irradiation of wool and its relevance 
to photoyellowing” Textile research journal 1977, 47: 620-624. 
 
22
 Smith G.J. “Effect of bound metal ions on photosensitivity of wool” New Zeeland Journal of Science 
1974, 17: 349-350. 
 
23
 Millington K.R., ChurchJ.S. “The photodegradation of wool keratin II. Proposed mechanisms 
involving cystine” Journal of Photochemistry and Photobiology B:Biology 1997, 39: 204-212. 
 
24
 Dyer J.M., Bringans S.D., Bryson W.G. “Characterisation of photo-oxidation products within 
photoyellowed wool proteins: tryptophan and tyrosine derived chromophores” Photochemical and 
Photobiological Sciences 2006, 5: 6998-706. 
25
 Solazzo C. Dyer J.M., Clerens S., Plowman J., Peacock E.E., Collins M.J. “Proteomic evaluation of the 
biodegradation of wool fabrics in experimental burials” International Biodeterioration & 
Biodegradation 2013, 80: 48-59. 
 
26
 Batcheller J., Hacke A.M., Mitchell R., Carr C.M. “Investigation into the nature of historical 
tapestries using time of flight secondary ion mass spectrometry (ToF-SIMS)” Applied Surface Science 
2006, 252:7113-7116. 
 
27
 Hacke A. “Investigation into the nature and ageing of tapestry materials” Tesi di dottorato, 
Università di Manchester 2006. 
 
28
 Jover E., Domìnquez C., Erra P. “Comparative characterization of a wool-wax extract by two 
complementary chromatographic techniques” Journal of Cosmetic Science 2006, 57: 23-25. 
 
29
 Ramirez R., Garay I., Àlvarez J., Martì M., Parra J.L., Coderch L. “Supercritical fluid extraction to 
obtain ceramides from wool fibers” Separation and Purification Technology 2008, 63:552-557. 
 
30
 Fonollosa J., Campos L., Mart´ı M., de la Maza A., Parra J.L., Coderch L. “X-ray diffraction analysis of 
internal wool lipids” Chemistry and Physics of Lipids 2004, 130: 159-166. 
 
31
 Christie W.W. “Lipid Analysis – Isolation, Separation, Identification and Structural Analysis of Lipids” 
The Oily Press 2003. 
 
78 
 
                                                                                                                                                                      
32
 Negri A.P., Peet D.J., Rivett D.E., Wettenhall R.E.H., Cornell H.J. “Covalentrlu bound fatty acids and 
ceramides in wool” Journal of the Textyle Institute 1996, 87: 608-610. 
 
33
 Raith K., Darius J., Neubert R.H.H. “Ceramide analysis utilizing gas chromatography–mass 
spectrometry” Journal of Chromatography A 2000, 876: 229-233. 
 
34
 Delamare F., Repoux M. “Studying dyes by Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry” in 
“Dyes in History and Archaeology 20” by Kirby J. Archetype Publications 2005: 39-50. 
 
35
 Volooj S., Carr C.M., Mitchell R., Vickerman J.C. “Time-of-flight secondary ion mass spectrometry 
(ToF-SIMS) analysis of the bleaching of keratin fibres and the application of cationic alkyl protein 
softeners to bleached cashmere” Surface and Interface Analysis 2000, 29: 422-430. 
 
36
 Shao J., Liu J., Car C.M. “Investigation into the synergistic effect between UV/ozone exposure and 
peroxide pad–batch bleaching on the printability of wool” Coloration Technology 2001, 117: 270-275. 
 
37
 Colombini M.P., Modugno F. “Mass Spectrometry in Art and Archaeology” Wiley 2009. 
 
38
 Jones L.N., Peet D.J., Danks D.M., Negri A.P., Rivett D.E. “Hairs from patients with Maple Syrup 
Urine Disease show a structural defect in the fiber cuticle” The Society of Investigative Dermatology 
1996, 3: 461-464. 
 
39
 Mills J.S., White R. “The organic chemistry of museum objects” Butterwoth-Heinemann Ltd., Oxford, 
1994: 141-159. 
 
40
 Degano I. “A multiple-analytical approach for the characterisation of organic dyes in textiles” Tesi di 
Dottorato, Università di Pisa 2009. 
 
41
 Smith G.J., Miller I.J., Daniels V. “Phototendering of wool sensitized by naturally occurring 
polyphenolic dyes” Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry2005, 169: 147-152. 
 
42
 Kanawa R.T., Thomsen S., Smith G., Miller I., Andary C., Cardon D.  “Traditional Maori dyes” in “Dyes 
in History and Archaeology 18” by Kirby J. Archetype Publications 2002: 47-50. 
 
43
 Jurinovich S., Degano I., Mennucci B. “A Strategy for the Study of the Interactions between 
Metal−Dyes and Proteins with QM/MM Approaches: the Case of Iron−Gall Dye” The Journal of 
Physical Chemistry B 2012, 116: 13344-13352. 
 
44
 Bahuguna A., Mukherjee S.K. “Use od SEm to recognize Tibetan antelopre (Chiru) hair and blending 
in wool products” Science and Justice 2000, 40: 177-182. 
 
45
 Mamedov Sh.V., Aktas B., Cantürk M., Aksakal B., Alekperov V., Bülbül F., Yilgin R., Aslanov R.B. 
“The ESR signals in silk fibroin and wool keratin under both the effect of UV-irradiation and without 
any external effects and the formation of free radicals” Biomaterials 2002, 23: 3405-3412. 
 
46
 Church J.S., Millington K.R. “Photodegradation of Wool Keratin: Part 1. Vibrational Spectroscopic 
Studies” Biospectroscopy 1996, 2: 249-258. 
 
47
 Restivo A. “The role of tannin-based dyes in the degradation of historical textiles“ Dottorato in 
Scienze Chimiche, Ciclo XXVI (2011/2013), Università di Pisa, in corso. 
 
48
 Colombini M.P., Modugno F. “Characterisation of proteinaceous binders in artistic paintings by 
chromatographic techniques” Journal of Separation Science 2004, 27: 147-160. 
 
 
 
79 
 
                                                                                                                                                                      
49
 Asperger A. Engewald W., Fabian G. “Advances in the analysis of natural waxes provided by 
thermally assisted hydrolysis and methylation (THM) in combination with GC/MS” Journal of 
Analytical and Applied Pyrolysis 1999, 52: 51-63. 
 
50
 Wouters J., Van Bos M., Lamens K. “Baroque stucco marbel decorations I. Preparations of 
laboratory replicates and establishment of criteria for analytical evaluation of orgamic materials” 
Studies in Conservations 2000, 45: 106-116. 
 
51
 Moldovan Z., Jover E., Bayona J.M. “ Systematic characterization of long – chain aliphatic esters of 
wool wax by gas chromatography – electron impact ionization mass spectrometry”  Journal of 
Chromatography A 2002, 952: 193-204. 
 
52
 Waters “Amino Acid Analysis – AccQ Tag” 2009. 
 
53
 Zhang X., Vanden Berghe I., Wyeth P. “Heat and moisture promoted deterioration of raw silk 
estimated by amino acid analysis” Journal of Cultural Heritage 2011, 12: 169-179. 
 
54
 Ronca F. “Protein Determination in Polychromed Stone Sculptures, Stuccoes and Gesso Grounds” 
Studies in Conservation 1994, 39: 107-120. 
 
55
 Gika H.G., Theodoridis G.A., Verhovsek U., Mattivi F. “Quantitative profiling of polar metabolites 
using hydrophilic interaction ultrahigh performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry” Journal of Chromatography A 2012, 1259: 121-127. 
 
56
 Yang Y., Boysen R.I., Hearn M.T.H. “Hydrophilic interaction chromatography coupled to electrospray 
mass spectrometry for the separation of peptides and protein digests” Journal of Chromatography A 
2009, 1216: 5518-5524. 
 
57
 Zoppa M., Gallo L., Zacchello F., Giorndano G. “Method for the quantification of underivatized 
amino acids on dry blood spots from newborn screening by HPLC–ESI–MS/MS” Journal of 
Chromatography B 2006, 831: 267-273. 
 
58 Bernal J., Ares A.M., pòl V., Wiedmer S. “Review - Hydrophilic interaction liquid chromatography in 
food analysis” Journal of Chromatography A 2011, 1218: 7438-7452. 
 
59
 Witkowski B.,Biesaga M., Gierczak T. “Proteinaceous binders identification in the works of art using 
ion-pairing free reversed-phas liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry” 
Analytical Methods 2012, 4: 1221-1228. 
 
60
 Samy S. Robinson J. Hays M.D. “An advanced LC-MS (Q-TOF) technique for the detection of amino 
acids in atmospheric aerosols” Analytical Bioanalytical Chemistry 2011, 401: 3103-3113. 
 
61
 Zangrando R., Piazza R., Cairns R.L.W., Izzo F.C., Vianello A., Zendri E., Gambaro A. “Quantitative 
determination of un – derivatised amino acids in artistic mural paintings using high – performance 
liquid chromatography/electrospray ionization triple quadrupole mass spectrometry” Analytica 
Chimica Acta 2010, 675: 1-7. 
 
62
 Hemstrӧm P., Irgum K. “Hydrophilic interaction chromatography” Journal of Separation Science 
2006, 29: 1784-1821.  
 
63
 www.HILIC.com 
 
64
 Alpbert A. J. “Hydrophilic-interaction chromatography fot the separation of peptides, nucleic acids 
and other polar compounds” Journal of Chromatography A 1990, 499: 177-196. 
 
80 
 
                                                                                                                                                                      
65
 Mc Calley D.V., Neue U.D. “Estimation of the extent of the water-rich layer associated with the silica 
surface in hydrophilic interaction chromatography” Journal of Chromatography A 2008, 1192: 225-
229. 
 
66
 Buszewski B., Noga S. “Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) – a powerful 
separation technique” Analytical and Bioanalytical Chemistry 2012, 402: 231-247. 
 
67
 McCalley D.V. “Is hydrophilic interaction chromatography with silica columns a viable alternative to 
reversed-phase liquid chromatography for the analysis of ionisable compounds?” Journal of 
Chromatography A 2007, 1171: 46-55. 
 
68
 Armstrong M., Jonscher K., Reisdorph N.A. “Analysis of 25 underivatized amino acids in human 
plasma using ion-pairing reversed-phase liquid chromatography/time-of-flight mass spectrometry” 
Rapid Communications in Mass Spectrometry
 
2007, 21: 2717-2726.
 
 
 
69
 Cappuccini C. “Coloranti organic naturali in tessili di epoca pre-Colombiana” Tesi di laurea in 
Chimica dei Beni Culturali Università di Ferrara 2009. 
 
70
  D’Errico F., Backwell L., Villa P., Degano I., Lucejko J.J., Bamford M.K., Higham T.F.G., Colombini 
M.P., Beaumon P.B. “Early evidence of San material culture represented by organic artifacts from 
Border Cave, South Africa”  Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America 2012, 109: 13214-13229. 
71
 Kostiainen R., Kauppila T.J. “Effect of eluent on the ionization process in liquid chromatography – 
mass spectrometry” Journal of Chromatography A 2009, 1216: 685-699. 
 
72
 Jandera P “Stationary and mobile phases in hydrophilic interaction chromatography: a review” 
Analytica Chimica Acta 2011, 692: 1-25.  
 
73
 Nguyen H.P., Shug K.A. “The advantages of ESI-MS detection in conjunction with HILIC mode 
separations: fundamentals and applications” Journal of Separation Science 2008, 31: 1465-1480. 
 
74
 La Nasa J., Ghelardi E., Degano I., Modugno F., Colombini M.P. “Core shell stationary phases for a 
novel separation of triglycerides in plant oils by high performance liquid chromatography with 
electrospray-quadrupole-time of flight mass spectrometer” Journal of Chromatography A 2013, 1308: 
114-124. 
 
75
 Alarcòn-Flores M., Romero-Gonzàlez R., Garrido Frenich A., Martìnez Vidal J., Cazorla Reyes R. 
“Rapid determination of underivatized amino acids in fertilizers by ultra high performance liquid 
chromatography coupled to tandem mass spectrometry” Analytical Methods 2010, 2: 1745-1751. 
 
76
 “HPLC Analysis of Amino Acids on Ascentis
®
 Si (Silica), HILIC Mode” 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/supelco/g004088?lang=it&region=IT 
 
77
 Subirats X., Rosés M., Bosch M. “On the effect of the organic solvent composition on the pH of 
buffered HPLC Mobile phases and the pka of the analytes – A Review” Separation and Purifications 
Revies 2007, 36:231-255. 
 
78
 Matuszewski B. K., Constanzer  M. L., Chavez-Eng C. M. “Matrix Effect in Quantitative LC/MS/MS 
Analyses of Biological Fluids: A Method for Determination of Finasteride in Human Plasma at 
Picogram Per Milliliter Concentrations” Analytical Chemistry 1998, 70: 882-889. 
 
79
Bath T.K., Singh B., Sharma O.P.” Microbial degradation of tannins – A current perspective” 
Biodegradation 1998, 9: 343-357. 
 
 
 
81 
 
                                                                                                                                                                      
80
 McCalley D.V, “Study of the selectivity, retention mechanisms and performance of alternative silica-
based stationary phases for separation of ionized solutes in hydrophilic interaction chromatography” 
Journal of chromatography A 2010, 1217: 3408-3417.  
 
81
 SeQuant® ZIC®-HILIC HPLC Column Analytical PEEK Columns General Instructions for Care and Use. 
